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Terapevtska monoklonska protitelesa se uporabljajo za zdravljenje različnih rakavih 
obolenj, hkrati pa se njihov proti tumorski učinek lahko še izboljša z dodatkom efektorskih 
molekul, kot so na primer superantigeni (SAg). Superantigeni so bakterijski ali virusni 
toksini s sposobnostjo aktivacije velikega števila celic T. Njihova bistvena lastnost je, da se 
vežejo neposredno na poglavitni kompleks tkivne skladnosti razreda II (MHCII), izražen 
na antigen predstavitvenih celicah, kar vodi v aktivacijo celic T preko celičnega receptorja 
T (TCR). Ena izmed pomanjkljivosti terapevtske uporabe superantigenov, spojenih s 
protitelesi, specifičnimi za tumorske antigene, je sistemska aktivacija T-celičnega odziva, 
ki je posledica visoke afinitete superantigena do kompleksa MHCII. Naša ideja je bila 
razdeliti superantigen stafilokokni enterotoksin A (SEA) iz Staphylococcus aureus na dva 
neaktivna fragmenta, ki se sestavita v biološko aktivno obliko le, ko prideta v neposredno 
bližino. V študiji smo vzpostavili hitro in enostavno metodo za odkrivanje učinkovitih 
cepljenih različic superantigena, ki temelji na spojitvi fragmentov SEA s peptidi, ki tvorijo 
obvite vijačnice. Potrdili smo, da je superantigen SEA mogoče razdeliti na dva neaktivna 
fragmenta, ki se spontano ne sestavita v biološko aktivno obliko, ampak ju morata peptida, 
ki tvorita heterodimer, pripeljati v neposredno bližino. Kot dokaz principa uporabe za 
namene imunoterapije raka smo učinkovito različico cepljenega SEA spojili z enoverižnim 
variabilnim fragmentom monoklonskega protitelesa proti antigenu CD20 (scFv-CD20). 
Potrdili smo, da sta fragmenta SEA le ob vezavi na tarčni antigen CD20 preko scFv-CD20, 
dovolj blizu skupaj, da se sestavita v biološko aktivno obliko, ki aktivira limfocite T. 
Fuzijski proteini, pripravljeni v doktorskem delu, imajo potencialno terapevtsko vrednost 
za zdravljenje rakavih obolenj, saj smo potrdili, da je njihovo delovanje usmerjeno le proti 
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Antibody-based therapeutics that target surface antigens expressed on tumor cells are 
successfully used for treatment of different types of cancer. Although unconjugated 
monoclonal antibodies are efficient, conjugating different effector molecules, such as 
superantigens (SAg) to monoclonal antibodies can enhance their clinical utility. SAg are 
bacterial or viral toxins and one of the most potent activators of T cells, which directly 
bind to major histocompatibility complex class II (MHC class II) on antigen presenting 
cells and activate T cells through T cell receptor (TCR). Strong T cell activation is also one 
of the main weaknesses of this strategy as it may lead to systemic T cell activation, due to 
high affinity of superantigens to MHC class II. To overcome the limitation of conventional 
antibody-superantigen fusion proteins, we have split a staphylococcal enterotoxin A (SEA) 
from Staphylococcus aureus into two fragments, individually inactive, until both fragments 
came into close proximity and reassemble into a biologically active form capable of 
activating T cell response. We developed a fast and simple screening method based on a 
fusion between SEA and coiled-coil heterodimers that enabled a detection of functional 
split SEA designs. In this study we showed that it is possible to split SEA into two inactive 
fragments that do not reassemble spontaneously, but when fused with heterodimerizing 
domains, which bring fragments into proximity, split SEA can reassemble into a 
biologically active form. As proof-of-principle of cancer immunotherapeutic the split SEA 
design that demonstrated efficacy in fusion with coiled-coil dimer forming polypeptides, 
was fused to a single chain antibody specific for tumor antigen CD20 (scFv-CD20). This 
design selectively activated T cells by split SEA-scFv fusion binding to target antigen 
CD20. Prepared fusion proteins have a potential therapeutic value for cancer treatment, as 
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SEZNAM OKRAJŠAV 
% (m/v) utežni odstotek 
% (v/v) volumski odstotek 
A absorbanca pri določeni valovni dolžini 
Ab protitelo (ang. antibody) 
ADC z zdravili konjugirana monoklonska protitelesa (ang. antibody-drug conjugates) 
ADCC od protiteles odvisna celično posredovana citotoksičnost (ang. antibody-dependent 
cellular cytotoxicity) 
ang. angleško 
APC antigen-predstavitvene celice (ang. antigen presenting cells)  
APC alofikocianin (ang. allophycocyanin)   
APS amonijev persulfat (ang. ammonium persulfate) 
BCR B-celični receptor (ang. B-cell receptor) 
bp bazni par 
CAR himerni antigenski receptor (ang. chimeric antigen receptor) 
CD označevalec celične pripadnosti (ang. cluster of differentiation)  
CDC s komplementom posredovana citotoksičnost (ang. complement dependent 
cytotoxicity) 
CDR kratke regije, ki določajo komplementarnost (ang. complementarity-determining 
regions) 
CMV citomegalovirus (ang. cytomegalovirus) 
CTLA-4 citotoksični z limfociti T povezani antigen 4 (ang. cytotoxic T-lymphocyte-
associated antigen 4) 
Da dalton, enota za molekulsko maso 
dH2O demineralizirana voda 
DMEM gojišče za celične kulture (ang. Dulbecco's Modified Eagle Medium) 
DMSO dimetilsulfoksid (ang. dimethyl sulfoxide) 
DNA deoksiribonukleinska kislina (ang. deoxyribonucleic acid) 
dNTP deoksinukleozidtrifosfat (ang. deoxynucleoside triphosphate) 
DOC deoksiholična kislina (ang. deoxycholic acid) 
DTT ditiotreitol (ang. dithiothreitol) 
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E. coli Escherichia coli 
EDTA etilendiamin tetraocetna kislina (ang. ethylenediaminetetraacetic acid) 
FBS fetalni telečji serum (ang. fetal bovine serum) 
FDA Zvezni urad za živila in zdravila (ang. Food and Drug Administration) 
FITC fluorescein izotiocianat (ang. fluorescein isothiocyanate) 
FLAG peptidni označevalec z aminokislinskim zaporedjem DYKDDDDK 
fLuc luciferaza iz kresničke (ang. firefly luciferase) 
HEK293T trajna celična linija iz humanih zarodnih ledvičnih celic (ang. human embryonic 
kidney cell line) z vstavljenim antigenom T virusa SV40 
HER1 receptor epidermalnega rastnega dejavnika 1 (ang. human epidermal growth factor 
receptor 1) 
HER2 receptor epidermalnega rastnega dejavnika 2 (ang. human epidermal growth factor 
receptor 2) 
His peptidni označevalec, sestavljen iz 6 do 10 histidinov  
HIV virus človeške imunske pomanjkljivosti (ang. human immunodeficiency virus)  
IFN-γ interferon gamma (ang. interferon gamma) 
IL-2 interlevkin 2 (ang. interleukin 2) 
IPTG izopropil β-D-1-tiogalaktopiranozid (ang. isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside) 
Kd disociacijska konstanta (ang. dissociation constant) 
LB gojišče Luria-Bertani (ang. Luria-Bertani medium) 
MBP maltoza vezavni protein (ang. maltose-binding protein) 
MHCI poglavitni kompleks tkivne skladnosti razreda I (ang. major histocompatibility 
complex I) 
MHCII poglavitni kompleks tkivne skladnosti razreda II (ang. major histocompatibility 
complex II) 
MQ mili-Q voda (dodatno očiščena deionizirana voda) 
MTD najvišji prenosljivi odmerek (ang. maximum tolerated dose) 
NAD nikotinamid adenin dinukleotid (ang. nicotinamide adenine dinucleotide) 
NK  celice naravne ubijalke (ang. natural killer cells) 
PBMC mononuklearne celice iz periferne krvi (ang. peripheral blood mononuclear cells) 
PBS  fosfatni pufer (ang. phosphate-buffered saline)  
PCR verižna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction) 
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PD-1  receptor programirane celične smrti 1 (ang. programmed cell death protein 1) 
PD-L1 ligand programirane celične smrti 1 (ang. programmed cell death-ligand protein 1) 
PD-L2 ligand programirane celične smrti 2 (ang. programmed cell death-ligand protein 2) 
PEG-8000 polietilenglikol s povprečno molekulsko maso 8000 g/mol 
PRR receptorji za prepoznavo molekularnih vzorcev (ang. pattern recognition 
receptors) 
RLU relativne svetlobne enote (ang. relative light units) 
SAg superantigen (ang. superantigen) 
scFv enoverižni variabilni fragment (ang. single-chain variable fragment) 
scFv-CD20 enoverižni variabilni fragment proti antigenu CD20 (ang. single-chain variable 
fragment against antigen CD20) 
SDS natrijev dodecilsulfat (ang. sodium dodecyl sulfate) 
SDS-PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti SDS (ang. sodium dodecyl 
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) 
SEA stafilokokni enterotoksin A (ang. staphylococcal enterotoxin A) 
SEA-T limfociti T, predhodno aktivirani s SEA (ang. SEA-reactive T cells) 
SEB stafilokokni enterotoksin B (ang. staphylococcal enterotoxin B) 
SEE stafilokokni enterotoksin E (ang. staphylococcal enterotoxin E) 
SEH stafilokokni enterotoksin H (ang. staphylococcal enterotoxin H) 
TCR T-celični receptor (ang. T-cell receptor) 
TEMED N,N,N,N-tetrametiletilendiamin (ang. N,N,N,N-tetramethylethylenediamine) 
TEV cepitveno mesto za proteazo iz virusa TEV (ang. Tobacco Etch Virus) 
TMB 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidin (ang. 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine) 
TNF-α dejavnik tumorske nekroze alfa (ang. tumor necrosis factor alpha) 
Tris tris-hidroksimetil-aminometan (ang. tris-hydroxymethyl-aminomethane) 
VEGF žilni endotelijski rastni dejavnik (ang. vascular endothelial growth factor) 
VH variabilni del težke verige (ang. variable heavy chain) 
VL variabilni del lahke verige (ang. variable light chain) 
vrt./min vrtljaji na minuto 
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IZVIRNI ZNANSTVENI ČLANEK 
 
Izvirni znanstveni članek s področja teme doktorske disertacije s prvim avtorstvom – pogoj 
za zagovor doktorskega dela (Priloga).  
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1.1 Imunski sistem 
 
Imunologija je relativno mlada veda, ki se ukvarja s preučevanjem imunskega sistema, 
katerega vloga je ščititi organizem pred okužbami s patogenimi mikroorganizmi (bakterije, 
virusi, glive, paraziti) in telesu tujimi substancami (npr. strup insektov, cvetni prah, 
transplantirano tkivo). Hkrati imunski sistem uniči tudi tumorske celice, ki jih prepozna kot 
telesu tuje [1]. Začetki imunologije se pripisujejo Edwardu Jennerju, ki je konec 18. 
stoletja odkril, da inokulacija z virusom kravjih koz pri ljudeh prepreči razvoj bolezni črnih 
koz. Iz latinskega imena bolezni kravjih koz (latinsko Variolae vaccinae), izhaja ime 
vakcinacija ali cepljenje, ki je postopek inokulacije zdravih posameznikov z oslabljenim 
patogenim agensom in se danes s pridom uporablja za imunizacijo proti številnim 
boleznim [2].  
Za učinkovito obrambo posameznika pred okužbami mora imunski sistem izpolniti štiri 
glavne naloge: (a) prepoznati patogena – prepoznavanje najprej poteka preko belih krvnih 
celic prirojene imunosti, ki zagotavljajo hiter in nespecifičen odziv, nato sledi aktivacija 
limfocitov pridobljene imunosti; (b) uničiti patogena – cilj je zamejiti ali povsem 
eliminirati okužbo, za kar je potrebna aktivacija efektorske funkcije imunskega odziva, pri 
čemer sodelujejo limfociti in ostale bele krvne celice, kaskadne reakcije komplementa ter 
protitelesa (Ab; ang. antibody), ki jih proizvajajo limfociti B; (c) regulacija imunskega 
sistema – pomembno je, da imunski sistem loči lastno od tujega, saj v nasprotnem primeru 
pride do avtoimunskih obolenj; (d) imunski spomin - sposobnost celic pridobljene 
imunosti, ki omogoča, da posameznik, izpostavljen določenemu patogenu, ob naslednji 
okužbi z enakim patogenom izzove takojšen ter močnejši imunski odziv [1, 3]. 
Imunski sistem je kompleksna mreža fizičnih barier, organov, celic in molekul, katerega 
glavna naloga je ločiti telesu lastne molekule od tujih. V grobem imunski sistem delimo na 
dve med seboj tesno povezani veji, prirojeno ter pridobljeno imunost. Prirojena imunost je 
nespecifična in omogoča hiter odziv v nekaj minutah do urah od pojava antigena v telesu. 
Prva linija obrambe, s ciljem preprečitve vdora patogenov v telo, so fizične bariere, kot sta 
z epitelijem prekrita koža in površina sluznice dihalnega sistema ter gastrointestinalnega 
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trakta [4]. V primeru vstopa patogena v telo, so druga linija obrambe mieloidne imunske 
celice, celice naravne ubijalke (celice NK; ang. natural killer cells), kaskadne reakcije 
komplementa ter pojav vnetja. Med mieloidne imunske celice spadajo makrofagi, 
dendritične celice, nevtrofilci, eozinofilci, bazofilci ter mastociti, katerih funkcije so 
različne. Kot del prirojene imunosti se štejejo tudi celice NK, kljub temu, da spadajo med 
limfoidne imunske celice skupaj z limfociti B in limfociti T, ki so del pridobljene imunosti. 
Naloga celic NK je neposredno ubiti okužene celice ter produkcija interferona gamma 
(IFN-γ; ang. interferon gamma), kar vodi v še dodatno aktivacijo makrofagov [1, 3]. 
Naslednja linija obrambe proti patogenom je pridobljeni imunski odziv, do katerega pride 
nekaj dni po prirojenem imunskem odzivu. Pridobljeni imunski odziv je za razliko od 
prirojenega imunskega odziva specifičen, kar omogočajo izredno variabilni antigenski 
receptorji, izraženi na limfocitih. Poznana sta dva tipa limfocitov, limfociti B (humoralna 
imunost) ter limfociti T (celična imunost), ki izražata različne antigenske receptorje. 
Limfociti B prepoznajo antigene preko celičnega receptorja B (BCR; ang. B-cell receptor), 
kar vodi v proliferacijo limfocitov B ter diferenciacijo v plazmatske celice, ki tvorijo 
protitelesa. Protitelesa so sekrecijska oblika BCR z enako antigensko specifičnostjo. 
Limfociti T ob prepoznavi antigena preko površinskega celičnega receptorja T (TCR; ang. 
T-cell receptor) proliferirajo ter diferencirajo v različne tipe efektorskih limfocitov T. 
Citotoksični limfociti T ubijajo okužene celice, celice T pomagalke sproščajo signalne 
molekule za aktivacijo ostalih imunskih celic, kot so limfociti B in makrofagi, regulatorni 
limfociti T pa skrbijo za ohranjanje tolerance do lastnih antigenov. Tekom imunskega 
odziva se nekateri limfociti B in T diferencirajo v spominske limfocite, ki ob ponovnem 
stiku z enakim antigenom takoj diferencirajo v efektorske limfocite in tako omogočajo 
hitrejši ter močnejši imunski odziv [1]. 
Limfociti B in limfociti T izhajajo iz kostnega mozga, vendar le limfociti B tam tudi 
dozorijo, medtem ko zorenje limfocitov T poteka v timusu ali priželjcu. Zreli naivni 
limfociti, ki še niso prišli v stik z antigenom, potujejo po krvnem obtoku do perifernega 
limfnega tkiva, kjer poteka predstavitev antigenov limfocitom preko antigen-
predstavitvenih celic (APC; ang. antigen presenting cells) prirojene imunosti. Glavno 
povezavo med prirojeno ter pridobljeno imunostjo predstavljajo dendritične celice. Po 
fagocitozi patogena, ki ga prepoznajo preko receptorjev za prepoznavo molekularnih 
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vzorcev (PRR; ang. pattern recognition receptors) na svoji površini, dendritične celice 
potujejo v bezgavke, kjer se antigen predstavi limfocitom T, kar vodi v aktivacijo naivnih 
limfocitov T ter diferenciacijo v efektorske limfocite T [3]. Kljub temu, da prosti antigeni 
lahko neposredno preko BCR aktivirajo limfocite B, večina limfocitov B za optimalni 
protitelesni odziv potrebuje pomoč aktiviranih limfocitov T. Protitelesa, ki jih izločajo 
aktivirani limfociti B, delujejo preko treh različnih mehanizmov. Z vezavo protiteles na 
patogena ali njegove produkte lahko preprečijo vstop v celico, kar se imenuje 
nevtralizacija. Takšen obrambni mehanizem je pomemben predvsem pri zaščiti pred 
bakterijskimi toksini ter pri virusnih okužbah, saj nevtralizacija virusom prepreči vstop v 
celice ter nadaljnjo podvojevanje. Pri bakterijah vezava protiteles na površino ne zadostuje 
za preprečitev razmnoževanja, zato je v tem primeru naloga protiteles, ki se vežejo na 
površino bakterije, spodbuditi fagocitozo preko fagocitnih celic, kot so makrofagi in 
nevtrofilci. Za proces tako imenovane opsonizacije je potrebna prepoznava konstantnega 
dela protiteles preko receptorjev Fc, izraženih na površini fagocitnih celic. Protitelesa, ki 
obdajajo površino patogena, pa lahko aktivirajo sistem komplementa [1]. 
 
Protitelesa prepoznajo patogene le v krvi ter v zunajceličnih prostorih. Nekatere bakterije 
in paraziti ter vsi virusi se razmnožujejo znotraj celic, kjer pa za protitelesa niso dostopni. 
V takšnih primerih so za odstranjevanje znotrajceličnih patogenov ključni limfociti T. 
Pomembna sta predvsem dva tipa limfocitov T z različnima nalogama, in sicer citotoksične 
celice T, ki izražajo površinski označevalec CD8, ter celice T pomagalke, ki izražajo 
površinski označevalec CD4. Za razliko od limfocitov B, limfociti T niso sposobni 
prepoznati nativnih antigenov, ampak je potrebno predhodno procesiranje ter delna 
razgradnja antigenov v APC, ki procesiran antigen predstavijo limfocitom T preko 
površinskih glikoproteinov, imenovanih poglavitni kompleks tkivne skladnosti (MHC; ang. 
major histocompatibility complex). Poznana sta dva osnovna tipa kompleksa MHC, 
kompleks MHC razreda I (MHCI) ter kompleks MHC razreda II (MHCII). Limfociti 
CD8+ T selektivno prepoznajo peptide predstavljene preko kompleksa MHCI, ki se nahaja 
na površini vseh celic z jedrom in je odgovoren za predstavitev citosolnih peptidov. 
Limfociti CD4
+
 T pa selektivno prepoznavajo peptide, predstavljene preko kompleksa 
MHCII, ki se predominantno izraža na površini APC (dendritične celice, makrofagi in 
limfociti B) in je odgovoren za predstavitev zunajceličnih peptidov iz znotrajceličnih 
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veziklov APC. Limfociti T so torej sposobni prepoznati peptide šele po tem, ko APC 
antigene procesirajo ter jih preko kompleksa MHC izrazijo na svoji površini [1].  
 
 
1.2 Rak in imunski odziv  
 
Paul Ehrlich je leta 1909 prvi predpostavil, da imunski sistem igra pomembno vlogo pri 
nadzoru razvoja tumorjev [5]. Eksperimentalne študije na mišjih modelih so hipotezo 
potrdile, saj so miši z okvarjenim prirojenim ali pridobljenim imunskim sistemom precej 
bolj dovzetne za razvoj tumorjev [6]. Povišana verjetnost pojava rakavih obolenj je 
potrjena tudi pri pacientih, ki po transplantacijah organov prejemajo imunosupresive ter pri 
okuženih z virusom človeške imunske pomanjkljivosti (HIV; ang. human 
immunodeficiency virus) [7]. Danes je znano, da sta za nadzor pomembna tako prirojeni 
kot pridobljeni imunski sistem, vendar vsi molekularni ter celični mehanizmi še vedno niso 
poznani. Dunn in sod. [6] predpostavljajo tri faze imunskega nadzora tumorjev: prva faza 
eliminacije, kjer celice NK, limfociti CD4
+
 T ter limfociti CD8
+
 T ubijejo tumorske celice; 
druga faza ravnovesja med imunskimi ter tumorskimi celicami; tretja faza pobega, ko 
tumorske celice imunskemu sistemu uidejo izpod nadzora, kar vodi v razvoj tumorja (slika 
1). Interakcija med imunskim sistemom ter tumorjem poteka v celotnem procesu razvoja 
tumorja, vendar imunski sistem pri tem igra dvojno kontradiktorno vlogo – bodisi zavira 
bodisi spodbuja nastanek tumorja [8, 9].  
 
 
Slika 1. Tri faze preurejanja imunskega sistema pod vplivom delovanja dejavnikov iz tumorskih celic 
(ang. immunoediting) (povzeto po Dunn in sod. [6]). 
 
Golob Urbanc, A. Načrtovanje cepljenega superantigena za imunoterapijo raka.  5     
   Doktorska disertacija. Medicinska fakulteta. Univerza v Ljubljani, 2019  
 
Tumorske celice imajo okvarjen nadzor nad celično delitvijo, kar je glavna razlika med 
zdravo in tumorsko celico. Razlog za pojav nenadzorovane celične delitve so različni 
znotrajcelični ali zunajcelični kancerogeni dejavniki, ki so bodisi okoljski bodisi genetsko 
podedovani. Okoljski dejavniki so lahko povezani z življenjskim slogom (npr. kajenje), 
obstajajo pa tudi takšni, na katere nimamo vpliva [10]. Odkrili so, da je vzrok za nastanek 
nekaterih tumorjev virusna okužba, ki sproži maligno transformacijo. Onkogeni virusi so 
tako virusi RNA kot DNA. Virus z integracijo v gostiteljski genom vstavi dodatno kopijo 
onkogena ali poviša izražanje že obstoječemu onkogenu (proto-onkogen) v gostiteljskem 
genomu. Hkrati virusne okužbe lahko povzročijo levkopenijo ter imunsko pomanjkljivost, 
kar poviša tveganje za pojav maligne transformacije. Cepljenje proti onkogenim virusom, 
kot so virus Epstein-Barr, humani papilomski virus in virus hepatitisa B, je torej povsem 
logičen pristop za preprečitev pojava tumorjev [11]. Glavno vprašanje, ki se poraja je, ali 
se tumorske celice od normalnih celic dovolj razlikujejo, da jih imunski sistem prepozna 
kot telesu tuje. Tumorske celice zaradi genetske nestabilnosti običajno na svoji površini 
izražajo tumorske antigene, ki bodisi zaradi mutacij predstavljajo nove epitope (ang. 
tumor-specific antigens), ki jih imunski sistem prepozna kot telesu tuje ali pa so to 
antigeni, ki so sicer prisotni na zdravih celicah, na tumorskih celicah pa je njihovo 
izražanje močno povišano (ang. tumor-associated antigens) [12]. Matzinger [13] je 
predpostavila, da imunski sistem poleg ločevanja tujih antigenov od lastnih, tudi zazna 
signalne molekule, ki jih oddajajo celice v stresu ali umirajoče celice.  
Imunski odziv proti tumorjem je cikličen proces (slika 2), ki se začne s prepoznavo 
tumorskih antigenov ter procesiranja le-teh v dendritičnih celicah [14]. Nato so potrebne 
ustrezne signalne molekule za diferenciacijo ter migracijo dendritičnih celic v bezgavke, 
kjer se tumorski antigeni predstavijo limfocitom T. Sledita aktivacija ter proliferacija 
limfocitov T, katerih število mora biti zadostno za boj proti tumorjem. V primeru 
odsotnosti signalov, potrebnih za dozorevanje limfocitov T, predstavitev antigena 
limfocitom T vodi v T-celično anergijo ali produkcijo regulatornih limfocitov T, ki 
zavirajo delovanje efektorskih limfocitov T. Za učinkovit imunski odziv proti tumorjem, 
morajo efektorski limfociti T priti iz bezgavk na mesto tumorja, kjer s sproščanjem 
signalnih molekul aktivirajo še ostale imunske celice ter ubijejo tumorske celice. Ob tem se 
sprostijo novi tumorski antigeni, ki jih ponovno prepoznajo dendritične celice in krog se 
sklene [14–16].  
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Pri rakavih bolnikih je endogeni imunski odziv na tumorje šibak. To je posledica 
imunosupresivnega delovanja tumorjev, slabega prodora celic imunskega sistema na mesto 
tumorja ter dejstva, da so nekateri tumorski antigeni pravzaprav telesu lastni proteini. 
Tumorji se uspešno izognejo delovanju imunskega sistema na različne načine, bodisi s 
sproščanjem imunosupresivnih faktorjev, ki zavrejo delovanje imunskega sistema [14], 
bodisi preko znižanega izražanja kompleksa MHCI ter tumorskih antigenov, s čimer 
tumorske celice postanejo »nevidne« za limfocite T ali z izražanjem raznih površinskih 
molekul (na primer liganda programirane celične smrti 1 in 2; PD-L1 in PD-L2), ki se 
vežejo na receptorje, izražene na limfocitih T (receptor programirane celične smrti; PD-1) 
in povzročijo anergijo ali izčrpanost limfocitov T [15]. Ne le tumorji, tudi naš imunski 
sistem igra pomembno vlogo pri neučinkovitem prepoznavanju tumorskih celic. Tako 
regulatorni limfociti T [17] kot mieloidne supresorske celice [18] zavirajo delovanje 
efektorskih limfocitov T. Pri številnih epitelnih tumorjih je znana korelacija med povišano 
akumulacijo regulatornih limfocitov T na mesto tumorja ter slabšo prognozo bolezni [19, 
20]. V večini so tumorski antigeni telesu lastni proteini. V priželjcu tekom zorenja 
limfocitov T poteka negativna selekcija, kjer so limfociti T z visoko afiniteto do lastnih 
antigenov odstranjeni, kar je zaščitni mehanizem pred razvojem avtoimunskih bolezni. Le 
limfocitom z nizko afiniteto do lastnih antigenov uspe uiti deleciji, tako da do periferije 
pridejo limfociti T z nižjo afiniteto do antigenskih determinant, izraženih na tumorskih 
celicah [21, 22].  
Z večanjem tumorja naj bi prišlo do inhibicije citotoksičnega imunskega odziva na mestu 
tumorja, medtem ko naj bi bili limfociti T ter APC nefunkcionalni [1]. Imunoterapija raka 
si prizadeva ponovno spodbuditi samovzdrževalni imunski ciklus za učinkovit boj proti 
tumorjem ter hkrati poskrbeti, da aktivacija ne bi sprožila prekomernega avtoimunskega 
odziva.  
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1.3 Imunoterapija raka  
 
Rak je v razvitih državah eden vodilnih vzrokov smrtnosti, kar dokazuje tudi statistika. V 
letu 2018 je zaradi rakavih obolenj po celem svetu umrlo približno 9,6 milijonov ljudi, več 
kot 18 milijonov ljudi pa je za rakom zbolelo [23]. Oboleli zaradi novih imunoterapevtskih 
pristopov zdravljenja živijo dlje, vendar kljub mnogim uspehom, rakavih obolenj v vseh 
primerih še vedno ne moremo v celoti ozdraviti [10, 24]. 
 
Ideja o uporabi lastnega imunskega sistema za nadzor nad tumorji sega v leto 1891, ko je 
William Coley v terminalno obolele paciente z rakom injiciral streptokokne bakterije ter s 
tem uspešno zavrl rast tumorjev [25]. Zaradi majhnega števila klinično uspešnih primerov 
imunoterapija sprva ni veliko obetala. Dolgo časa so bili kirurški posegi, kemoterapija z 
uporabo citostatikov ter obsevanje terapije izbora za zdravljenje rakavih obolenj [26]. 
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Kemoterapija je sicer učinkovita za zdravljenje nekaterih tumorjev, a ima izredno hude 
neželene učinke. Citostatiki namreč neselektivno ubijajo vse hitro deleče celice v telesu, ne 
le tumorske. Prav zaradi toksičnosti citostatikov za zdrave celice bolnike s citostatiki 
zdravijo v suboptimalnih koncentracijah, kar pomeni slabšo učinkovitost terapije [27]. V 
zadnjem desetletju se je na področju terapij raka zgodil preobrat, saj se je poleg 
konvencionalnih terapij močno uveljavilo zdravljenje z biološkimi zdravili (tarčno 
zdravljenje in imunoterapija). Tarčna zdravila so načrtovana z namenom ciljanja tumorskih 
označevalcev bodisi na površini bodisi v notranjosti tumorskih celic. Delimo jih na 
monoklonska protitelesa, ki so usmerjena proti receptorjem, izraženim na površini 
tumorskih celic, ter na tako imenovane male molekule, ki delujejo na signalne poti znotraj 
tumorskih celic. Za razliko od citostatikov so tarčna zdravila specifična, imajo manj hude 
neželene učinke ter velik potencial za razširitev terapevtskega okna [10, 28]. Cilj 
imunoterapije pa je izkoristiti naš lastni imunski sistem v boju proti tumorjem. 
Imunoterapija temelji bodisi na aktivaciji lastnega imunskega sistema, ki naj bi čim bolj 
usmerjeno napadel tumorske celice, bodisi na inhibiciji zaviralcev imunskih kontrolnih 
točk. Konvencionalne metode so sicer precej učinkovite v boju s primarnimi tumorji, 
vendar običajno ne uspejo zamejiti zasevanja tumorjev, kar je eden glavnih ciljev 
imunoterapije raka [29]. Prednost imunoterapije je tudi možnost uporabe v kombinaciji s 
tradicionalnimi pristopi zdravljenja tumorjev, s čimer se klinična slika bolnika bistveno 
izboljša [30, 31]. Vendar pa so imunoterapevtski pristopi, v primerjavi z zdravljenjem s 
klasično kemoterapijo, precej bolj kompleksni, zato je potrebno dobro poznavanje 
delovanja imunskega sistema. Imunoterapija je zaradi povišanega imunosupresivnega 
učinka večjih tumorjev primernejša za zdravljenje manjših tumorjev, torej v zgodnjih fazah 
razvoja tumorjev [32].  
 
Imunoterapevtske pristope delimo na aktivno ter pasivno imunoterapijo. Pristopi, vključeni 
v aktivno imunoterapijo preko predstavitve antigenov, aktivirajo lastni imunski sistem, kar 
ima običajno dolgotrajen učinek (cepiva). Učinek pasivne imunoterapije je kratkoročen, 
vključuje administracijo eksogeno pripravljenih molekul oziroma efektorskih celic v 
bolnika in je namenjen še dodatni aktivaciji imunskega odziva (monoklonska protitelesa, 
citokini, celične terapije) [29]. 
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1.3.1 Monoklonska protitelesa  
 
Terapevtska monoklonska protitelesa za zdravljenje raka so trenutno klinično najbolj 
uspešna veja imunoterapevtskih pristopov in predstavljajo najhitreje rastočo skupino 
bioloških zdravil, v katero se s strani farmacevtskih družb največ vlaga v razvoj. Začetki 
terapevtskih monoklonskih protiteles segajo v leto 1975, ko sta George Köhler in Cesar 
Milstein uspešno spojila tumorsko celico z limfocitom B ter tako ustvarila nesmrtno 
celično linijo, ki je proizvajala monoklonska protitelesa [33]. Za odkritje sta leta 1984 
prejela Nobelovo nagrado za medicino. S tako imenovano hibridomsko tehnologijo je bilo 
moč proizvajati le mišja monoklonska protitelesa, ki pa v človeku izzovejo imunski odziv. 
Kaj kmalu so z razvojem tehnologij rekombinantne DNA uspeli pripraviti himerna ter 
humanizirana protitelesa z zmanjšano imunogenostjo. Popolnoma humana protitelesa pa so 
razvili šele z razvojem transgenih miši ter uvedbo tehnologije bakteriofagnega prikaza 
[34].  
Leta 1986 je Zvezni urad za živila in zdravila (FDA; ang. Food and Drug Administration) 
odobril prvo terapevtsko monoklonsko protitelo muromonab CD3, specifično za receptor 
CD3, izražen na membrani celic T, ki se pri transplantaciji organov uporablja kot 
imunosupresant za preprečitev akutne zavrnitve organov [35]. Enajst let kasneje je FDA 
odobrila prvo terapevtsko monoklonsko protitelo za zdravljenje raka (ne-Hodgkinovega B-
celičnega limfoma) imenovano rituksimab, ki je himerno protitelo specifično za B-
limfocitni površinski protein CD20. Do maja leta 2018 je bilo s strani FDA odobrenih kar 
80 terapevtskih monoklonskih protiteles z rekordom v letu 2017, ko so jih odobrili kar 17 
[35]. 
Danes lahko z uporabo molekularnih tehnik spreminjamo farmakokinetiko, specifičnost, 
velikost ter imunogenost protiteles, še vedno pa ostaja izziv definirati ustrezne tarčne 
antigene [36]. Protitumorsko delovanje monoklonskih protiteles poteka preko različnih 
mehanizmov. Protitelesa neposredno z vezavo na tumorske antigene ali receptorje, 
pomembne za rast celic, inaktivirajo delovanje molekulske tarče in povzročijo smrt 
tumorskih celic. Na ta način spodbujena celična smrt, se imenuje od protiteles odvisna 
celično posredovana citotoksičnost (ADCC; ang. antibody-dependent cellular 
cytotoxicity), kjer receptor Fc na celicah NK prepozna konstantni del monoklonskega 
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protitelesa, vezanega na tumorski celici. Protitelesa lahko aktivirajo komplement, kar vodi 
v s komplementom posredovano citotoksičnost (CDC; ang. complement dependent 
cytotoxicity) ali spodbudijo od protiteles odvisno celično fagocitozo [37, 38]. 
Prednost terapevtskih monoklonskih protiteles je, da specifično prepoznajo epitop na 
antigenu, kar omogoča ciljano zdravljenje. Monoklonska protitelesa, kot je na primer 
rituksimab, so usmerjena proti antigenom s povišanim izražanjem na površini tumorskih 
celic in ob vezavi na tarčni antigen povzročijo aktivacijo obrambnih celic ter 
komplementa, to pa vodi v lizo tumorskih celic. Za zdravljenje rakavih obolenj se 
uporabljajo tudi protitelesa, ki z vezavo na receptorje za rastne dejavnike blokirajo celično 
rast ter s tem zaustavijo rast tumorja. V to skupino protiteles spadata trastuzumab in 
cetuksimab. Trastuzumab je protitelo, usmerjeno proti receptorju epidermalnega rastnega 
dejavnika 2 (HER2; ang. human epidermal growth factor receptor 2) povišano izraženega 
pri raku dojk, medtem ko je cetuksimab usmerjen proti receptorju epidermalnega rastnega 
dejavnika 1 (HER1; ang. human epidermal growth factor receptor 1), ki je indiciran za 
zdravljenje bolnikov z metastatskim rakom debelega črevesja in danke [37, 38]. Tarče za 
monoklonska protitelesa se nahajajo tudi v tumorskem mikrookolju. Bevacizumab je 
usmerjen proti žilnemu endotelijskemu rastnemu dejavniku (VEGF; ang. vascular 
endothelial growth factor). Njegovo delovanje zavre rast tumorskega ožilja in 
metastatskega napredovanja bolezni [39]. Rak lahko zaobide imunski sistem na več 
načinov, med drugim tudi preko posebnih imunskih kontrolnih točk. Trenutno najbolj 
odmevna monoklonska protitelesa na tržišču, ki blokirajo inhibitorne povezave med 
tumorskimi in efektorskimi limfociti T, so usmerjena proti imunskim kontrolnim točkam, 
kot so citotoksični z limfociti T povezani antigen 4 (CTLA-4; ang. cytotoxic T-
lymphocyte-associated antigen 4) ter PD-1 in PD-L1. Receptorja CTLA-4 in PD-1, 
izražena na limfocitih T, interagirata vsak s svojimi ligandi – receptor CTLA-4 z 
ligandoma B7.1 in B7.2, receptor PD-1 z ligandom PD-L1, kar inhibira delovanje T-
limfocitne imunosti. Vezava monoklonskih protiteles na mestu imunskih kontrolnih točk 
ponovno obudi zavrt imunski sistem [40].  
Za izboljšanje protitumorske aktivnosti protiteles se uporabljajo razni pristopi. Primer so 
bispecifična protitelesa, ki imajo sposobnost vezave na dva različna antigena, bodisi oba 
tumorska antigena bodisi se eden izmed tarčnih antigenov nahaja v tumorskem 
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mikrookolju. Za aktivacijo T-limfocitnega odziva veliko obetajo bispecifična protitelesa 
imenovana BiTE (ang. bispecific T cell engager), ki so sestavljena iz dveh enoverižnih 
protiteles z različno specifičnostjo – eno protitelo je specifično za antigen CD3, izražen na 
limfocitih T, drugo protitelo je specifično za tumorski antigen, kar omogoča povezovanje 
tumorskih celic z efektorskimi limfociti T [41]. Catumaxomab je bispesifično protitelo s 
trojnim delovanjem, saj veže tumorski antigen EpCAM, antigen CD3 na limfocitih T, 
medtem ko je konstantni del prost za vezavo na receptor Fc, izražen na celicah NK, 
makrofagih ali dendritičnih celicah [42]. V zadnjem času so se za zelo učinkovito terapijo 
izkazali gensko spremenjeni limfociti T, ki izražajo himerne antigenske receptorje (CAR; 
ang. chimeric antigen receptors), usmerjene proti tumorskim antigenom. Zunajcelični del 
receptorja sestavlja enoverižni variabilni fragment (scFv; ang. single-chain variable 
fragment), specifičen za tumorski antigen, medtem ko signalizacija poteka preko 
znotrajceličnega dela, sestavljenega iz kostimulatornih molekul, vključenih v T-limfocitno 
signalizacijo. Bolniku se odvzame lastne limfocite T, ki se jih z genskim inženiringom 
spremeni, da izražajo receptor CAR, specifičen za tumorske antigene, namnoži ter nato 
vrne nazaj v bolnika [43]. S strani FDA sta odobreni dve terapiji s celicami CAR pod 
tržnima imenoma kymriah in yescarta, obe specifični za antigen CD19. Razlikujeta se le v 
kostimulatorni domeni. Zdravilo kymriah s kostimulatorno domeno 4-1BB, je FDA v letu 
2017 odobrila za zdravljenje B-celične akutne limfoblastne levkemije pri otrocih in 
mladostnikih do 25 let [44], v letu 2018 pa so, za zdravljenje B-celičnih limfomov pri 
odraslih, odobrili še zdravilo yescarta, s kostimulatorno domeno CD28 [45]. 
 
Zaradi zmožnosti vezave monoklonskih protiteles na specifično tarčno mesto so le-ta 
kmalu postala pomembno orodje za dostavo raznih efektorskih molekul [37], kot so 
radionuklidi [46], toksini [47], encimi [48], zdravila [49] ali citokini [50–52], na mesto 
tumorja. Monoklonska protitelesa so lahko konjugirana bodisi z molekulami, ki tumorsko 
celico ubijejo, bodisi z molekulami, ki aktivirajo lastni imunski sistem, da napade 
tumorske celice [37, 38]. Do sedaj je FDA odobrila štiri monoklonska protitelesa, 
konjugirana z malimi citotoksičnimi molekulami, medtem ko je v razvoju okoli 170 z 
zdravili konjugiranih monoklonskih protiteles (ADC; ang. antibody-drug conjugates) [53]. 
Eden izmed pristopov imunoterapije raka z ADC v razvoju, je uporaba bakterijskih 
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toksinov iz Staphylococcus aureus ali Streptococcus pyogenes, kot efektorskih molekul, 





Superantigeni (SAg, ang. superantigens) so družina bakterijskih ali virusnih toksinov, 
katerih skupna lastnost je sposobnost aktivacije velikega števila limfocitov T, tudi do 20 %, 
v primerjavi s konvencionalnimi antigeni, ki aktivirajo bistveno nižji delež limfocitov T 
(0,01 % ali manj) [54, 55]. Najbolje opredeljeni so bakterijski superantigeni iz družin 
stafilokoknih enterotoksinov ter streptokoknih pirogenih eksotoksinov, ki jih izločajo gram 
pozitivne bakterije Staphylococcus aureus ali Streptococcus pyogenes [54]. Posebnost 
superantigenov je, da za aktivacijo le-teh ni potrebno procesiranje preko APC, ampak se 
superantigen veže neposredno na kompleks MHCII, izražen na APC ter nato preko 
variabilne regije β TCR [56], aktivira limfocite T (slika 3) [57, 58]. Izjema je le 
stafilokokni enterotoksin H (SEH; ang. staphylococcal enterotoxin H), ki se veže na 
variabilno regijo α TCR [59]. Aktivirajo se tako citotoksične celice T (CD8
+
) kot celice T 
pomagalke (CD4
+
), ki začnejo sproščati citotoksične granule (vsebujejo perforin ter 
grancime) in citokine, kot so interlevkin 2 (IL-2; ang. interleukin 2), IFN-γ in dejavnik 
tumorske nekroze alfa (TNF-α; ang. tumor necrosis factor alpha). Predpogoj za aktivacijo 
limfocitov T je vezava superantigena na kompleks MHCII, prisoten na tarčni celici [60]. 
Kljub temu, da je trimerni model aktivacije (SAg-MHCII-TCR) znan kot glavna pot 
aktivacije limfocitov T [61], so raziskave pokazale, da superantigeni lahko aktivirajo 
limfocite T tudi po alternativni poti, neodvisno od prisotnosti tirozinske kinaze Lck. Ta pot 
poteka preko aktivacije proteina Gα11 ter njegovega tarčnega proteina PLC-β, ki povzroči 
povišan vstop kalcijevih ionov v celico, aktivirajo se proteinske kinaze PKC, ERK-1 in 
ERK-2, ki nato aktivirajo transkripcijske faktorje, potrebne za produkcijo IL-2 [62]. Pred 
kratkim so pokazali, da podenota α2 proteina zunajceličnega matriksa, imenovanega 
laminin (LAMA2), pri tej alternativni poti T-limfocitne signalizacije sodeluje kot 
koreceptor proteina Gα11 [63]. Poleg konvencionalne in alternativne poti T-limfocitne 
aktivacije, se superantigeni vežejo tudi na koreceptor CD28 in pripadajoči ligand B7-2, kar 
okrepi njuno avidnost in vodi v hiperaktivacijo limfocitov T [64–66].  
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V letu 1959 so izolirali prvi superantigen stafilokokni enterotoksin B (SEB; ang. 
staphylococcal enterotoxin B) iz Staphylococcus aureus [67, 68], medtem ko so izraz 
»superantigen« White in sod. uvedli šele v letu 1989 [69]. Zakaj bakterije izločajo 
superantigene, ostaja vprašanje, a se predpostavlja, da je vloga superantigenov v začetnih 
fazah okužbe aktivirati lokalno prisotne limfocite T, ki s sproščanjem citokinov zavrejo 
lokalno vnetje. Nespecifična aktivacija limfocitov T je nekakšna strategija bakterij, da se 
izognejo prepoznavanju s strani prve linije obrambe imunskega sistema, predvsem 
nevtrofilcev in makrofagov, ki bakterije ubijejo [70, 71]. Superantigeni so za človeka 
toksični in so odgovorni za pojav številnih bolezni z različnimi simptomi, od 
eksfoliativnega dermatitisa, škrlatinke, driske ter bruhanja kot posledica zastrupitve s 
hrano, do pojava sindroma toksičnega šoka [72].  
 
Slika 3. Konvencionalna pot predstavitve peptidnega antigena v primerjavi s superantigeni (povzeto po Tuffs in 
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1.3.3 Stafilokokni enterotoksin A  
 
Stafilokokni enterotoksin A (SEA; ang. staphylococcal enterotoxin A) (slika 4) je 27 kDa 
velik monomerni protein sestavljen iz dveh domen. Domena I ima obliko β-sodčka in 
vsebuje aminokisline 31 do 116. Na dnu β-sodčka je disulfidna vez, kjer se nahaja 9 
aminokislinskih ostankov dolga zanka med cisteinoma na pozicijah 96 ter 106. Domena II 
ima obliko β-oprijemalnega motiva (ang. β-grasp motif) in vsebuje aminokisline 117 do 
233, skupaj z N-delom SEA, ki vsebuje aminokisline 1-30 [73]. SEA lahko interagira s 
kompleksom MHCII preko verige α ali β, saj vsebuje dve vezavni mesti za kompleks 
MHCII, nizko afinitetno ter visoko afinitetno vezavno mesto, ki sta ločeni, vendar 
kooperativni. Nizko afinitetno vezavno mesto (Kd ≈ 10 µM) se nahaja v domeni I SEA in 
interagira z verigo α kompleksa MHCII, medtem ko se visoko afinitetno vezavno mesto 
(Kd ≈ 100 nM) nahaja v domeni II in za interakcijo z verigo β kompleksa MHCII potrebuje 
prisotnost cinkovega iona. Za vezavo cinkovega iona sta pomembna histidina na mestu 187 
ter 225 in asparaginska kislina na mestu 227. Za optimalni učinek SEA se mora le-ta na 
kompleks MHCII vezati z obema vezavnima mestoma (Kd ≈ 10 nM), s čimer se povežeta 
dve molekuli kompleksa MHCII, bodisi na eni APC bodisi na ločenih APC [74–78]. Divji 
tip SEA specifično aktivira limfocite T z izraženimi TCR z variabilnimi regijami β1, β5.2, 
β6, β7, β9, β18 in β22. SEA s točkovno mutacijo v visoko afinitetnem vezavnem mestu 
(D227A) aktivira enak spekter celic T, vendar ima močno znižano mitogenost, medtem ko 
je SEA s točkovno mutacijo v nizko afinitetnem vezavnem mestu (F47A) zmožen 
aktivacije le limfocitov T z izraženimi TCR z variabilnimi regijami β6, β7 in β22, njegova 
mitogenost pa je le nekoliko znižana v primerjavi z divjim tipom SEA [79]. Ti rezultati 
nakazujejo, da je visoko afinitetno vezavno mesto za kompleks MHCII bolj pomembno za 
stabilizacijo kompleksa SEA-MHCII, medtem ko nizko afinitetno vezavno mesto za 
kompleks MHCII večjo vlogo igra pri interakciji s TCR [80]. Kristalna struktura 
kompleksa SEA-TCR še ni poznana, zato se na podlagi študij točkovnih mutacij ter 
homologije z ostalimi enterotoksini predpostavlja, katere regije SEA so pomembne za 
vezavo na TCR: (i) heliks α, ki vsebuje aminokisline na mestih 20-30; (ii) aminokisline na 
mestih 63 in 64; (iii) aminokisline na mestih 90-95, ki se nahajajo med obema domenama, 
kjer se tvori tudi disulfidna zanka; (iv) aminokisline na mestih 203-207 [73, 81]. 
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Slika 4. Kristalna struktura SEA (PDB 1ESF [73]) iz Staphylococcus aureus.  
 
1.3.4 Protitelesa konjugirana s SEA  
 
Ideja o uporabi superantigena, kot potencialnega imunoterapevtika, se je porodila 
Hedlundu in sod. v začetku 90-ih let prejšnjega stoletja [82, 83], ko so pokazali, da je SEA 
citotoksičen za tumorske celice z izraženim kompleksom MHCII. Pogoj za aktivacijo 
limfocitov T je vezava superantigena na kompleks MHCII na tarčni celici [60], vendar vse 
tumorske celice ne izražajo kompleksa MHCII. Pri imunoterapiji raka je pomembno, da do 
aktivacije imunskega sistema pride selektivno proti tumorskim celicam, ki izražajo 
značilne tumorske antigene, zato so Dohlsten in sod. [84–87] SEA spojili z monoklonskimi 
protitelesi, specifičnimi za tumorske antigene (C215 ali C242), ter tako superantigen, 
odgovoren za aktivacijo T-limfocitnega odziva, usmerili proti tumorskim celicam z 
izraženim tarčnim antigenom. Pokazali so, da je superantigen SEA spojen s protitelesom 
citotoksičen za tumorske celice, ki izražajo tarčni antigen, neodvisno od prisotnosti 
kompleksa MHCII, medtem ko je za indukcijo citokinskega odziva potrebna prisotnost 
MHCII
+
 celic, kot so na primer monociti [88]. Na mestu tumorja so potrdili povišano 
infiltracijo antigen specifičnih limfocitov T, kar je eden glavnih ciljev imunoterapije raka 
[89]. Infiltracija limfocitov na mesto tumorja je namreč odličen prognostični označevalec 
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za nekatere tumorje [90, 91]. V klinični raziskavi faze I, v katero so bili vključeni pacienti 
z rakom debelega črevesa in danke ter rakom trebušne slinavke, se je izkazalo, da terapija z 
divjim tipom superantigena SEA v fuziji s Fab delom protitelesa proti antigenu C242 
povzroči neželene stranske učinke, najpogosteje povišano telesno temperaturo ter 
hipotenzijo [92, 93]. Eden izmed razlogov za pojav stranskih učinkov je najverjetneje 
posledica visoke afinitete superantigena do kompleksa MHCII, kar vodi do neželenega 
delovanja fuzijskega proteina tudi v zdravem tkivu, kjer se nahajajo celice z izraženim 
kompleksom MHCII, kot so celice B, dendritične celice, makrofagi [94]. To povzroči 
neželeno sistemsko aktivacijo imunskega odziva, zato tekom terapije raka ni zagotovljen 
optimalen terapevtski učinek fuzijskih proteinov, saj smo omejeni z maksimalno 
koncentracijo zdravila, ki je za paciente še prenosljiva (MTD; ang. maximum tolerated 
dose) [94, 95]. 
S ciljem znižanja sistemskega učinka fuzijskih proteinov so z uvedbo točkovne mutacije v 
SEA na mesto 227 (D227A), ki se nahaja v visoko afinitetni vezavni regiji za kompleks 
MHCII, močno znižali afiniteto superantigena SEA do kompleksa MHCII, ob tem pa je 
mutanta ohranila sposobnost vezave na celični receptor T. Uvedba mutacije poleg 
zmanjšane sistemske toksičnosti pomeni tudi zmanjšanje protitumorskega učinka, saj v 
primerjavi z divjim tipom SEA, SEA s točkovno mutacijo D227A (SEAD227A) izzove 
močno znižan citokinski odziv [96]. Mutanto SEAD227A so spojili z monoklonskim 
protitelesom proti humanemu trofoblastnemu glikoproteinu 5T4, ki je dobro opredeljen 
onkofetalni antigen, povišano izražen pri nekaterih tumorjih, kot sta rak dojke in 
drobnocelični pljučni rak. Superantigen SEA, poleg visoko afinitetne vezavne regije za 
kompleks MHCII, vsebuje še nizko afinitetno vezavno regijo za kompleks MHCII, zato 
sistemskega učinka SEA niso povsem izničili, ampak so ga le zmanjšali [97, 98]. V 
kliničnih raziskavah faze I in II se je izkazalo, da problem predstavljajo tudi 
nevtralizirajoča protitelesa proti SEA, kar močno otežuje določitev optimalne doze [99, 
100]. Erlandsson in sod. [95] so zato pripravili himerni superantigen, ki ima poleg znižane 
afinitete do kompleksa MHCII tudi zmanjšano imunogenost v primerjavi z divjim tipom 
SEA. V stafilokokni enterotoksin E (SEE; ang. staphylococcal enterotoxin E), ki ima v 
primerjavi s SEA nižjo protitelesno reaktivnost, so s točkovnimi mutacijami vnesli štiri 
aminokislinske ostanke iz SEA, ki so pomembne za vezavo na TCR, ter točkovno mutacijo 
D227A v visoko afinitetnem vezavnem mestu za kompleks MHCII. Dodatno so določili 
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potencialne epitope za protitelesa proti SEA, jih mutirali, ter tako pripravili himerni 
superantigen, imenovan SEA/E-120 [95]. Forsberg in sod. [101] so SEA/E-120 spojili s 
Fab delom monoklonskega protitelesa proti 5T4, ki so ga že testirali v klinični raziskavi 
faze II/III. Primerjali so učinkovitost terapije s fuzijskim proteinom v kombinaciji z 
interferonom alfa (IFN-α) v primerjavi z monoterapijo z IFN-α, vendar signifikantno 
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2 NAMEN IN HIPOTEZE 
 
2.1 Namen Dela  
 
Do sedaj so raziskave superantigena v fuziji s protitelesi za namene imunoterapije raka 
temeljile na uporabi celotnega superantigena divjega tipa [84–87], mutiranega [97, 98] ali 
himernega [101]. S ciljem znižanja neželenega sistemskega učinka fuzijskih proteinov so z 
uvedbo točkovne mutacije v SEA na mesto 227, ki se nahaja v visoko afinitetni vezavni 
regiji za kompleks MHCII, uspešno znižali afiniteto SEA do kompleksa MHCII, ob tem pa 
je mutanta ohranila sposobnost vezave na celični receptor T. Sistemsko toksičnost so z 
uvedeno mutacijo le zmanjšali, saj superantigen SEA poleg visoko afinitetne vezavne 
regije za kompleks MHCII, vsebuje še nizko afinitetno vezavno regijo [101]. Hkrati SEA s 
točkovno mutacijo D227A izzove močno znižan citokinski odziv, torej uvedba mutacije 
poleg zmanjšane sistemske toksičnosti pomeni tudi zmanjšanje protitumorskega učinka 
[96]. 
Namen doktorske naloge je bil pripraviti superantigen vezan na protitelo, ki bi biološko 
aktivnost pridobil le ob vezavi enoverižnega variabilnega fragmenta monoklonskega 
protitelesa na tumorski antigen, s čimer bi zagotovili lokalno delovanje na mestu tumorja. 
Porodila se je ideja za pripravo cepljenega superantigena razdeljenega na dva biološko 
neaktivna fragmenta, ki bi le v primeru, ko prideta dovolj blizu skupaj, tvorila biološko 
aktiven superantigen. Tako bi bila le ob vezavi enoverižnih variabilnih fragmentov 
monoklonskih protiteles na površino, kjer je v bližini prisotnih več molekul tarčnega 
antigena, kot je npr. membrana rakavih celic, oba fragmenta superantigena spojena z 
enoverižnim variabilnim fragmentom monoklonskega protitelesa dovolj blizu skupaj, da bi 
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2.2 Hipoteze  
 
Predpostavljamo, da lahko bakterijski superantigen razdelimo na dva dela, tako da nobeden 
izmed njiju ne bo povzročil aktivacije celic T, sposobnost aktivacije celic T pa bosta 
pridobila le ob dimerizaciji.  
Predpostavljamo, da bo cepljen superantigen povezan s protitelesom specifičnim za 
tumorski antigen, ob vezavi protitelesa na tumorski antigen na tarčnih celicah, sprožil 
aktivacijo celic T. 
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3.1.1 Plazmidni vektorji 
 
Vektor pFLAG-CMV3 proizvajalca Sigma-Aldrich [104] omogoča izražanje vstavljenih 
genov pod močnim konstitutivnim citomegalovirusnim (CMV; ang. cytomegalovirus) 
promotorjem v sesalskih celicah. Vsebuje mesto začetka pomnoževanja, gen za odpornost 
proti ampicilinu in gen, ki kodira aminoglikozidno fosfotransferazo, ter s tem odpornost 
proti neomicinu, kar omogoči selekcijo transficiranih evkariontskih celic z antibiotikom 
G418. Na N-končni del vstavljenega gena doda peptidni označevalec FLAG ter 
preprotripsinsko signalno sekvenco, ki omogoča izločanje fuzijskih proteinov v celični 
medij. 
Vektor pET19b proizvajalca Novagen [105] omogoča izražanje vstavljenih genov pod 
kontrolo močnega promotorja T7 v bakterijskih celicah. Plazmidi delujejo le v tistih 
bakterijskih sevih, ki imajo v kromosomu zapis za polimerazo RNA T7. Plazmidi nosijo 
zapis za represorski protein Lac ter vezavno mesto za le-tega, ki se nahaja tik za 
promotorjem T7. Izražanje vstavljenega gena aktiviramo z indukcijo z izopropil β-D-1-
tiogalaktopiranozidom (IPTG; ang. isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside). IPTG se veže 
na represorski protein, ki postane neaktiven, kar nato omogoči prepis vstavljenega gena. 
Vektor vsebuje gen za odpornost proti ampicilinu. 
 
 
3.1.2 Aminokislinska zaporedja genskih fragmentov 
 
Za pripravo genskih konstruktov smo uporabili več različnih genov oziroma genskih 
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Preglednica 1. Aminokislinska zaporedja genskih fragmentov uporabljenih v doktorski študiji.  
Ime Kratko ime Vir Aminokislinsko zaporedje 
stafilokokni 
enterotoksin A  
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Nadaljevanje preglednice 1. Aminokislinska zaporedja genskih fragmentov uporabljenih v doktorski študiji. 
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3.1.3 Bakterijski sevi, celične linije in primarne celice   
 
3.1.3.1 Bakterijski sevi 
 
Za pripravo in pomnoževanje plazmidov smo uporabili seva bakterije Escherichia coli 
(E.coli) DH5α in TOP10 (zbirka sevov Odseka za sintezno biologijo in imunologijo na 
Kemijskem inštitutu).  
 
Za pripravo proteinov smo uporabili seva bakterije E.coli BL21(DE3) pLysS in 
NiCo21(DE3) (zbirka sevov Odseka za sintezno biologijo in imunologijo na Kemijskem 
inštitutu).  
 
3.1.3.2 Celične linije 
 
Za pripravo rekombinantnih proteinov smo uporabili sesalsko trajno celično linijo iz 
humanih zarodnih ledvičnih celic (ang. human embryonic kidney cell line) z vstavljenim 
antigenom T virusa SV40 (HEK293T) (ATCC).  
 
Za izvedbo eksperimentov smo uporabili različne celične linije:  
 Raji – humana celična linija Burkittovega limfoma (darilo dr. Nataše Kopitar-
Jerala; Inštitut Jožef Stefan, Ljubljana),  
 Mono-mac-6 – humana celična linija akutne monocitne levkemije (darilo prof. 
Kathy Triantafilou; Cardiff University, Cardiff),  
 BCWM – celična linija, ki izvira iz aspirata kostnega mozga pacientov z 
Waldenstromovo makroglobulinemijo in ima stabilno izraženo luciferazo iz 
kresničke ter zeleni fluorescentni protein (darilo dr. Steven P. Treon [107]).  
 
Celične linije smo testirali s komercialno dostopnim kompletom za analizo prisotnosti 
okužbe MycoAlert™ (Lonza) po navodilih proizvajalca ter potrdili, da celice niso okužene 
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3.1.3.3 Primarne celice 
 
Mononuklearne celice iz periferne krvi (PBMC) smo pridobili iz vzorca krvi zdravih 
prostovoljcev (krvodajalcev), ki so kri darovali na Zavodu za transfuzijsko medicino 
Republike Slovenije (ZTM). Vsem sodelujočim prostovoljcem je bila raziskava 
predstavljena na razumljiv način. S podpisom izjave 'Prostovoljna in zavestna privolitev po 
poučitvi' so se vsi prostovoljci strinjali z odvzemom krvi in raziskavo. Raziskavo je 
odobrila Komisija RS za medicinsko etiko (0120-413/2016-2 KME 38/08/16).  
 
 
3.1.4 Gojišča za gojenje E.coli  
 
Preglednica 2. Sestava gojišč za gojenje bakterije E.coli.  
Gojišče Sestava gojišča 
tekoče gojišče Luria-
Bertani (LB) 
25 g/l LB (10 g tripton, 10 g NaCl, 5 g kvasni ekstrakt) 
 
trdno gojišče LB 25 g/l LB (10 g tripton, 10 g NaCl, 5 g kvasni ekstrakt), 15 g/l agar 
 
 
3.1.5 Material za delo s celičnimi linijami ter primarnimi celicami 
 
Preglednica 3. Material uporabljen za delo s celičnimi linijami ter primarnimi celicami.  
Proizvajalec Material 
Gibco gojišče DMEM (ang. Dulbecco's Modified Eagle Medium), fetalni telečji serum 
(FBS; ang. fetal bovine serum) 
Invitrogen tripan modro 
Roche humani interlevkin 2 




STEMCELL Technologies epruvete SepMate™, medij Lymphoprep 
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Preglednica 4. Protitelesa uporabljena v doktorski disertaciji.  
Proizvajalec Protitelo 
Abcam kozja sekundarna protitelesa proti zajčjim protitelesom označena s hrenovo 
peroksidazo (kataloška številka ab6721) 
Jackson ImmunoResearch kozja sekundarna protitelesa proti mišjim protitelesom označena s hrenovo 
peroksidazo (kataloška številka 115-035-003) 
Miltenyi protitelo proti CD20 označeno z barvilom VioBlue (kataloška številka 130-094-
167), protitelo proti označevalcu His označeno z barvilom fluorescin izotiocianat 
(FITC; ang. fluorescein isothiocyanate; kataloška številka 130-092-675), 
protitelo proti kompleksu MHCII označeno z barvilom alofikocianin (APC; ang. 
allophycocyanin; kataloška številka 130-104-870) 
Qiagen mišja primarna protitelesa proti označevalcu His (kataloška številka 34670) 
Sigma-Aldrich zajčja primarna protitelesa proti označevalcu FLAG (kataloška številka F7425) 
Roche protitelo proti CD20 (MabThera) 
 
 
3.1.7 Ostali material  
 
Preglednica 5. Uporabljen material naveden skupaj s proizvajalcem. 
Proizvajalec Material 
Bio-Rad akrilamid 
eBioscience pufer ELISA/ELISPOT (5x), raztopina 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidin (TMB; 
ang. 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine) 
Fermentas DNA standard GeneRuler™ 1kbp DNA Ladder, DNA nanašalni pufer 
(6x) 
GE Healthcare Ni-NTA sefaroza 
GE Healthcare Life Sciences komplet za zaznavanje bioluminiscence ECL 
GoldBio IPTG, ampicilin, agaroza 
IDT začetni oligonukleotidi 
Invitrogen pufer TAE, ELISA za humani interlevkin 2 
Invitrogen I-BLOCK™ 
Lonza komplet za analizo prisotnosti okužbe z mikoplazmo MycoAlert™ 
Kapa Biosystems pripravljena mešanica za verižno reakcijo s polimerazo, ki vsebuje 
polimerazo KAPA HiFi 
Kemika glicerol, bromfenol modro 
 Se nadaljuje. 
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Nadaljevanje preglednice 5. Uporabljen material naveden skupaj s proizvajalcem.  
 
Merck nukleaza benzonaza, NaCl, MgCl2, H2SO4 
New England Biolabs polimeraza DNA Phusion, eksonukleaza T5, ligaza DNA Taq 
Nippon Genetics  komplet reagentov za izolacijo DNA iz agaroznega gela (FastGene 
Gel/PCR Extraction Kit) 
PerkinElmer D-luciferin  
Sigma-Aldrich stafilokokni eterotoksin A, lizocim, ampicilin, Tris, gvanidinijev 
hidroklorid, imidazol, deoksiholična kislina (DOC; ang. deoxycholic 
acid), β-merkaptoetanol, amonijev persulfat (APS; ang. ammonium 
persulfate), N,N,N,N-tetrametiletilendiamin (TEMED; ang. 
N,N,N,N-tetramethylethylenediamine), mešanica proteaznih 
inhibitorjev, N,N`-metilen-bis-akrilamid, gojišče LB, PEG-8000, 
mešanica dNTP, ditiotreitol (DTT; ang. dithiothreitol), etidijev bromid, 
NAD, NA2HPO4, Tween 20, barvilo InstantBlue
TM
 
Thermo Fisher Scientific proteinski standardi za imunodetekcijo: PageRuler
TM
 Prestained Protein 
Ladder Plus in Spectra
TM
 Multicolor Low Range Protein Ladder; standard 
DNA: Gene Ruler DNA Ladder 
Thermo Fisher Scientific komplet reagentov za izolacijo plazmidne DNA (GeneJet Plasmid 
Miniprep Kit), komplet za zaznavanje bioluminiscence SuperSignal West 
Femto Chemiluminiscent Substrate 
VWR natrijev dodecilsulfat (SDS; ang. sodium dodecyl sulfate) 
 
 
3.1.8 Uporabljeni pufri in raztopine 
 
Preglednica 6. Raztopine in pufri uporabljeni v doktorski disertaciji.  
Raztopina/pufer Sestavine 
6-kratni nanašalni pufer za 
agarozno gelsko elektroforezo 
0,25 % (v/v) bromofenol modro, 0,25 % (v/v) ksilencianol, 40 % (w/v) 
glukoza v dH20 
PBS za celične kulture 170 mM NaCl, 3,4 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4, pH 
uravnan na 7,4 
NaCl za transfekcijo z jetPEI
TM
 150 mM NaCl 
5-kratni reakcijski pufer za 
lepljenje po Gibsonu 
25 % PEG-8000, 0,5 mM Tris-HCl (pH 7,5), 50 mM MgCl2, 50 mM 
DTT, 1 mM dGTP, 1 mM dATP, 1 mM dTTP, 1 mM dCTP in 5 mM 
NAD 
reakcijska mešanica za lepljenje 
po Gibsonu 
320 µl 5-kratnega reakcijskega pufra za lepljenje po Gibsonu, 0,64 µl 
eksonukleaze T5 (1 U/µl), 20 µl polimeraze DNA Phusion (2 U/µl), 160 
µl ligaze DNA Taq (40 U/µl), 700 µl MQ 
 Se nadaljuje. 
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Nadaljevanje preglednice 6. Raztopine in pufri uporabljeni v doktorski disertaciji.  
pufer za lizo bakterijskih celic  20 mM Tris (pH 7,0), 200 mM NaCl, 1 mg/ml lizocim, 1 mM MgCl2, 
1:500 (v/v) mešanica proteaznih inhibitorjev, 10 mM imidazol, 10 % 
glicerol, 1:10000 (v/v) nukleaza benzonaza 
pufer za spiranje inkluzijskih 
telesc 
10 mM Tris (pH 7,0), 0,1 g DOC /100 ml pufra 
pufer za vezavo na kolono Ni-
NTA 
10 mM Tris (pH 7,0), 100 mM NaH2PO4, 6 M gvanidinijev hidroklorid 
pufer za spiranje kolone Ni-NTA 
z 10 mM imidazolom 
10 mM Tris (pH 7,0), 100 mM NaH2PO4, 6 M gvanidinijev hidroklorid, 
10 mM imidazol 
pufer za spiranje kolone Ni-NTA 
z 20 mM imidazolom 
10 mM Tris (pH 7.0), 100 mM NaH2PO4, 6 M gvanidinijev hidroklorid, 
20 mM imidazol 
pufer za spiranje kolone Ni-NTA 
z 50 mM imidazolom 
10 mM Tris (pH 7,0), 100 mM NaH2PO4, 6 M gvanidinijev hidroklorid, 
50 mM imidazol 
pufer za elucijo 10 mM Tris (pH 7,0), 100 mM NaH2PO4, 6 M gvanidinijev hidroklorid, 
500 mM imidazol 
dializni pufer 20 mM Tris (pH 7,0), 200 mM NaCl 
4-kratni reducirajoči pufer z SDS 2 % (w/v) SDS, 10 % (v/v) glicerol, 5 % (v/v) β-merkaptoetanol, 0,002 % 
(v/v) bromfenol modro, 62,5 mM Tris, pH umerjen na 6,8 
12 % (v/v) separacijski gel  2,4 ml MQ, 2,5 ml 1,5 M Tris (pH 8,8), 100 µl 10 % (m/v) SDS, 5 ml  30 
% (m/v) akrilamid/bisakrilamid, 50 µl 10 % (m/v) APS, 5 µl TEMED 
(navedeno za dva gela)  
4 % (v/v) nanašalni gel 3,05 ml MQ, 1,25 ml 1,5 M Tris (pH 8,8), 50 µl 10 % (m/v) SDS, 0,665 
ml  30 % (m/v) akrilamid/bisakrilamid, 25 µl 10 % (m/v) APS, 5 µl 
TEMED (navedeno za dva gela) 
10-kratni elektroforezni pufer z 
SDS 
30 g Tris, 10 g SDS, 144 g glicina dopolnimo do 1 l z dH2O. Pred 
elektroforezo pufer 10-krat redčimo z dH2O. 
pufer za mokri prenos proteinov 
na membrano  
6,057 g Tris, 400 ml metanola, 28,8 g glicina dopolnimo z dH2O do 2 l. 
10-kratni PBS  
 
100 g NaCl, 2,5 g KCl, 14,4 g Na2HPO4, 2,5 g KH2PO4, MQ do 1 l, pH 
uravnamo na 7,4. 
raztopina za blokiranje membran 
po prenosu western 
PBS (1 x), 0,2 % (w/v) I-BLOCK™ 
raztopina za spiranje membran po 
prenosu western 
PBS (1 x), 0,1 % Tween 20 
pufer za gelsko filtracijo  20 mM Tris (pH 7,0), 150 mM NaCl 
pufer za spiranje pri testu ELISA PBS (1 x), 0,05 % Tween 20 
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3.2 Metode  
 
3.2.1 Priprava gojišč za bakterije 
 
Tekoče gojišče LB smo pripravili tako, da smo v dH2O raztopili ustrezno količino gojišča 
LB (Preglednica 2). Gojišče smo sterilizirali v avtoklavu z vlažno toploto in ga do uporabe 
hranili na sobni temperaturi. Pred inokulacijo smo gojišču sterilno dodali še 50 µg/ml 
antibiotika (ampicilin). 
 
Trdno gojišče LB smo pripravili tako, da smo v dH2O raztopili ustrezno količino gojišča 
LB ter agar (Preglednica 2). Gojišče smo sterilizirali v avtoklavu z vlažno toploto in šele, 
ko se je gojišče ohladilo na približno 50 °C, smo sterilno dodali ustrezen antibiotik 
(ampicilin v končni koncentraciji 75 µg/ml). Gojišče smo rahlo premešali in ga vlili v 
sterilne petrijevke, ki smo jih do uporabe hranili v hladilniku na 4 °C.   
 
 
3.2.2 Sterilizacija steklovine, gojišč in raztopin 
 
Ves temperaturno neobčutljiv material, gojišča in raztopine, ki smo jih potrebovali za 
gojenje bakterijskih ter celičnih kultur smo sterilizirali v parnem avtoklavu z vlažno 
toploto (20 minut, 121 °C, 1,2×10
5
 Pa), medtem ko smo temperaturno občutljive raztopine 
sterilizirali s filtracijo preko filtra s porami velikosti 0,22 µm.  
 
 
3.2.3 Metode molekularnega kloniranja  
 
3.2.3.1 Lepljenje po Gibsonu  
 
Vse genske konstrukte opisane v doktorski disertaciji smo pripravili z uporabo metode 
lepljenja po Gibsonu [108], ki temelji na združevanju fragmentov s homolognimi konci. 
Homologni konci se tekom reakcije PCR preko načrtovanih začetnih oligonukleotidov 
dodajo na 3` in 5` konce fragmentov DNA. Med fragmenti DNA, ki jih želimo združiti, je 
potrebno približno 20-30 bp homologije. Z ustreznim načrtovanjem začetnih 
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oligonukleotidov lahko med fragmente DNA vnesemo tudi poljubno krajše nukleotidno 
zaporedje (peptidni označevalec, linker ipd.).  
 
Načrtovani začetni oligonukleotidi, uporabljeni v doktorski disertaciji, so bili sestavljeni iz 
20-30 bp dolgega štrlečega konca, ki je bil homologen fragmentu DNA s katerim smo ga 
želeli združiti ter približno 20 bp dolgega dela, ki je prilegal na matrico DNA. V reakciji 
PCR smo naročene sintetične fragmente DNA (gBlocks), ostale želene fragmente DNA ter 
plazmidne vektorje pomnožili z ustrezno načrtovanimi začetnimi oligonukleotidi. 
Aminokislinska zaporedja genskih fragmentov, ki smo jih uporabili v okviru tega 
doktorskega dela, so navedena v preglednici 1. Po reakciji PCR smo pomnožene fragmente 
DNA ločili z agarozno gelsko elektroforezo, kjer smo DNA obarvali z etidijevim 
bromidom. Fragmente DNA želene velikosti smo očistili iz agaroznega gela z uporabo 
komercialno dostopnega kompleta za čiščenje produktov PCR (FastGene Gel/PCR 
Extraction Kit). Očiščene fragmente DNA (5-7 µl; 10-100 ng vsakega fragmenta DNA v 
masnem razmerju 1:1), ki smo jih želeli združiti, smo dodali v 15 µl reakcijske mešanice 
za lepljenje po Gibsonu. Sledila je inkubacija 1 uro na 50 °C ter transformacija 20 µl 
reakcijske mešanice Gibson v kompetentne celice E.coli DH5α ali TOP10.  
 
 
3.2.3.2 Transformacija kompetentnih celic E.coli  
 
Za transformacijo celic smo uporabili metodo s toplotnim šokom, kjer hitra sprememba 
temperature v celični membrani povzroči odprtje por, kar omogoči vstop plazmidne DNA 
v celico. Kompetentne celice, shranjene na -80 °C, smo odtalili na ledu ter jim dodali 20 µl 
Gibson reakcijske mešanice ali 1 µl plazmidne DNA, ki smo jo želeli pomnožiti. Po 30-
minutni inkubaciji na ledu je sledil toplotni šok (2-4 minute na 42 °C) ter ponovna 
inkubacija na ledu (2 minuti). Po dodatku 1 ml tekočega gojišča LB je sledilo stresanje (1 
uro na 37 °C, 500 vrt./min). Po eni uri smo celice centrifugirali (7000 vrt./min, 3 minute). 
Celični pelet smo resuspendirali v manjšem volumnu supernatanta (približno 100 µl) ter 
suspenzijo celic razmazali na trdno gojišče LB (z dodanim ampicilinom). Plošče smo 
inkubirali 12-16 ur na 37 °C. Posamezne kolonije, ki so zrasle na ploščah, smo sterilno 
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prenesli v 10 ml tekoče gojišče LB (z dodanim ampicilinom) ter celično kulturo s 
stresanjem (160 vrt./min) inkubirali približno 12 ur na 37 °C. 
 
 
3.2.3.3 Izolacija plazmidne DNA 
 
Iz tekoče kulture smo plazmidno DNA izolirali s komercialno dostopnim kompletom 
(GeneJet Plasmid Miniprep Kit) po navodilih proizvajalca. Očiščeno plazmidno DNA smo 
v zadnjem koraku izolacije iz kolone eluirali s 50-100 µl MQ ter na spektrofotometru 
NanoDrop (Thermo Fisher Scientific) izmerili koncentracijo DNA. Ustreznost 




3.2.4 Delo s celičnimi linijami in primarnimi humanimi celicami 
 
Celične linije in primarne celice smo gojili v inkubatorju v kontroliranem ozračju s 37 °C 
ter 5 % CO2. Za štetje celic smo resuspendiranim celicam dodali barvilo tripan modro v 





Celične linije in primarne celice smo hranili v tekočem dušiku. Za zamrzovanje v tekočem 






3.2.4.1 Gojenje celičnih linij  
 
Za gojenje celične linije HEK293T smo uporabili gojišče DMEM z dodanim 10 % (v/v) 




prevlečeno s polistirenom, ki 
celicam omogoča pritrjanje na podlago ter rast v monosloju. Na približno tri do štiri dni 
smo celicam zamenjali gojišče, ko pa so celice dosegle ustrezno preraščenost (okoli 90 %), 
smo le-te zredčili. Iz posodice smo odstranili gojišče in celice sprali z 10 ml PBS, s čimer 
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smo odstranili vse ostanke gojišča, ki bi lahko zavrli delovanje tripsina. Celice smo 
odlepili od podlage z dodatkom 2 ml tripsina z EDTA (1 minuta na sobni temperaturi). Po 
nevtralizaciji tripsina z dodatkom 8 ml gojišča DMEM z 10 % FBS smo suspenzijo celic 
centrifugirali (5 minut pri 1200 vrt./min). Odstranili smo supernatant ter celice 
resuspendirali v 10 ml svežega gojišča DMEM z 10 % FBS. Od 10-30 % suspenzije celic 
smo vrnili nazaj v gojitveno posodico, ki smo jo predhodno sprali z 10 ml PBS.  
 
Suspenzijske celične linije Raji, Mono-mac-6 ter BCWM smo gojili v gojišču RPMI 1640 
z dodanim 10 % FBS (v/v). Gojenje suspenzijskih celic je potekalo v gojitvenih posodicah 
s površino 75 cm
2
. Na približno tri dni smo celicam zamenjali gojišče. Celice v gojitveni 
posodici smo dobro resuspendirali ter zavrgli 90-70 % suspenzije celic, preostanku pa smo 
dodali svež medij. 
 
 
3.2.4.2 Priprava in gojenje PBMC  
 
PBMC smo pridobili iz vzorca krvi zdravih prostovoljcev, ki so kri darovali na Zavodu za 
transfuzijsko medicino Republike Slovenije, kjer so iz polne krvi darovalcev, v postopku 
predelave v krvne komponente, pridobili koncentriran levkocitno/trombocitni pripravek. 
Po 50 ml tako pripravljene z levkociti bogate krvi smo uporabili za izolacijo PBMC. Kri 
smo redčili v razmerju 1:1 s PBS z dodanim 2 % FBS (v/v). Za izolacijo PBMC smo 
uporabili posebne 50 ml epruvete (SepMate™) v katere smo odpipetirali 15 ml medija 
Lymphoprep. Na površino medija smo previdno odpipetirali 4-17 ml razredčene krvi ter 
epruvete centrifugirali (1200 x g, 10 minut). Zgornjo plast bogato s PBMC smo po 
navodilih proizvajalca epruvet prelili v sveže epruvete. Dodali smo do 50 ml PBS z 
dodanim 2 % FBS, centrifugirali (300 x g, 8 minut) ter ponovili korak spiranja celic. 
Izolirane PBMC smo gojili v gojišču RPMI 1640 z dodanim 10 % FBS največ 1 dan, nato 
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3.2.4.3 Priprava in gojenje limfocitov T (predhodno aktivirane s SEA) 
 
Limfocite T, predhodno aktivirane s SEA (SEA-T; ang. SEA-reactive T cells), smo 
pripravili po protokolu Rosendahl in sod. [109]. PBMC (3×10
6
 celic/ml) smo 3-4 dni 
inkubirali s SEA (12,5 pg/ml) v gojitvenih ploščah s 6 vdolbinicami ter nato enkrat 
tedensko dodali nove antigen predstavitvene celice z izraženim kompleksom MHCII 
(celice Raji), saj so aktivirani limfociti T, v mešanici PBMC, ubili vse celice z izraženim 
kompleksom MHCII. Celice Raji smo v koncentraciji 10
7
 celic/ml 45 minut na 37 °C 
inkubirali s 100 µg mitomicina C. Po inkubaciji smo celice sprali (300 x g, 10 minut) z 
medijem RPMI 1640 z dodanim 10 % FBS. Celičnemu peletu smo nato dodali 1 ml medija 
RPMI 1640 z 10 % FBS, ki je vseboval 100 ng/ml SEA. Sledila je 30 minutna inkubacija 
na sobni temperaturi ter spiranje celic (300 x g, 10 minut) z medijem RPMI 1640 z 
dodanim 10 % FBS. Celice Raji smo v koncentraciji 2×10
6
 celic/ml dodali k celicam 
PBMC, ki smo jih že gojili v gojitvenih ploščah s 6 vdolbinicami. Tri dni kasneje smo 
odvzeli zgornjo plast medija ter dodali enako količino svežega medija RPMI 1640 z 
dodanim 10 % FBS, ki je vseboval humani rekombinantni IL-2 (20 U/ml). Enkrat tedensko 
smo celicam PBMC dodali sveže antigen predstavitvene celice (Raji predhodno inkubirane 
s SEA) ter jim tri dni kasneje dodali svež medij z IL-2. Na tak način smo celice gojili 
približno 3 tedne, nato smo jih uporabili v eksperimentih.  
 
 
3.2.5 Priprava rekombinantnih proteinov v celični liniji HEK293T 
 
Proteine smo rekombinantno izrazili v celični liniji HEK293T. Celice HEK293T smo 
transficirali s komercialno dostopnim plazmidom pFLAG-CMV, ki je vseboval genski 
zapis za divji tip SEA, zapis za izbrane fragmente SEA, spojene s peptidi ali zapis za 
enoverižni variabilni fragment monoklonskega protitelesa proti CD20 (scFv-CD20; ang. 
single-chain variable fragment against antigen CD20) spojen s fluorescentnim proteinom 
Venus. Signalna sekvenca za izločanje proteinov iz celic, ki jo vsebuje plazmid pFLAG-
CMV, je omogočila izločanje rekombinantnih proteinov v medij.  
 
Dan pred izvedbo prehodne transfekcije smo ustrezno število celic nasadili, bodisi v 




 celic/vdolbinico) bodisi v gojitvene 
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 celic/vdolbinico). Približno 50-70 % preraščene 
celice smo transficirali po navodilih proizvajalca transfekcijskega reagenta jetPEI
TM
. 
Ustrezno mešanico plazmidne DNA smo zmešali s 150 mM NaCl ter dodali mešanico 
transfekcijskega reagenta jetPEI
TM
 (2 µl jetPEI
TM
 / 1µg plazmidne DNA) v 150 mM NaCl. 
Transfekcijsko mešanico smo po 20 do 30-minutni inkubaciji na sobni temperaturi dodali k 
celicam. Celice smo inkubirali 3 do 5 dni, odvzeli supernatant, ga centrifugirali 5 minut pri 
1200 vrt./min, da smo se znebili ostanka celic, ter nato supernatant shranili na -20 °C. 




3.2.6 Priprava rekombinantnih proteinov v E.coli 
 
Divji tip SEA, fragmenta nSEA2 in cSEA2, cepljen SEA2 spojen s peptidi ter scFv-CD20 
smo izrazili v bakteriji E.coli BL21(DE3) pLysS, medtem ko smo fuzijska proteina scFv-
CD20/nSEA2 in scFv-CD20/cSEA2 izrazili v bakteriji E.coli NiCo(DE3). Slednji sev je 
spremenjen na način, da izraža manj proteinov, ki se nespecifično vežejo na nikljev nosilec 
tekom nikelj-kelatne kromatografije. Plazmid pET19b, ki je vseboval genski zapis za 
naštete rekombinante proteine, smo transformirali v kompetentne celice E.coli BL21(DE3) 
pLysS ali E.coli NiCo(DE3). Transformirane bakterije smo preko noči na 37 °C gojili na 
trdnem gojišču LB z dodanim ampicilinom (50 µg/ml). 
 
 
3.2.6.1 Priprava rekombinantnih proteinov v E.coli BL21(DE3) pLysS 
 
Posamezne kolonije smo iz trdnega gojišča precepili v 10 ml tekočega gojišča LB z 
dodanim ampicilinom (50 µg/ml). Po prekonočni inkubaciji s stresanjem (160 vrt./min) na 
37 °C smo z merjenjem absorbance pri valovni dolžini 600 nm določili gostoto celic. 
Kulturo E.coli smo precepili v 100 ml tekočega gojišča LB z dodatkom 50 µg/ml 
ampicilina, tako da je bila optična gostota celic (merjeno pri 600 nm) približno 0,1. 
Kulturo smo s stresanjem (160 vrt./min) inkubirali pri 37 °C do optične gostote celic 0,7-
1,0 ter nato dodali IPTG (0,2 mM ali 1 mM) za indukcijo izražanja rekombinantnih 
proteinov. Sledila je inkubacija s stresanjem (160 vrt./min) pri različnih pogojih 
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(spreminjali smo čas in temperaturo). Po končani fermentaciji smo bakterijsko kulturo 
centrifugirali (10 minut, 5500 vrt./min, 4 °C) odlili supernatant ter celični pelet 
resuspendirali v pufru za lizo bakterijskih celic. Po 1-urni inkubaciji na ledu z občasnim 
mešanjem smo lizat celic centrifugirali 10 minut z 12 000 vrt./min pri 4 °C. Ločili smo 
celični pelet (netopna frakcija) ter supernatant (topna frakcija). Celični pelet smo 
resuspendirali v pufru za spiranje inkluzijskih telesc in centrifugirali (10 minut, 12 000 
vrt./min, 4 °C) - ta korak smo ponovili. Nato smo pripravili vzorce za nanos na 
poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti SDS (SDS-PAGE).  
 
 
3.2.6.2 Priprava rekombinantnih proteinov v E.coli NiCo(DE3)  
 
Posamezne kolonije smo iz trdnega gojišča precepili v 100 ml tekočega gojišča LB z 
dodanim ampicilinom (50 µg/ml). Po prekonočni inkubaciji s stresanjem (160 vrt./min) na 
37 °C smo z merjenjem absorbance pri valovni dolžini 600 nm določili gostoto celic. 
Kulturo E.coli smo precepili v 500 ml tekočega gojišča LB z dodatkom 50 µg/ml 
ampicilina, tako da je bila optična gostota celic (merjeno pri 600 nm) približno 0,1. 
Kulturo smo s stresanjem (160 vrt./min) inkubirali pri 37 °C do optične gostote celic 0,7-
1,0 ter nato dodali IPTG (0,2 mM) za indukcijo izražanja rekombinantnih proteinov scFv-
CD20/nSEA2 in scFv-CD20/cSEA2. Po 4 urah inkubacije pri nespremenjenih pogojih smo 
bakterijsko kulturo centrifugirali (10 minut, 5500 vrt./min, 4 °C), odlili supernatant ter 
celični pelet resuspendirali v pufru za lizo bakterijskih celic. Po 1-urni inkubaciji na ledu z 
občasnim mešanjem smo lizat celic centrifugirali 15 minut z 12 000 vrt./min pri 4 °C. 
Pripravili smo vzorce za SDS-PAGE.  
 
 
3.2.6.2.1 Čiščenje rekombinantnih fuzijskih proteinov 
 
Fuzijska proteina scFv-CD20/nSEA2 in scFv-CD20/cSEA2, ki sta vsebovala označevalec 
His, sta se v bakterijah izražala v obliki inkluzijskih telesc, zato smo ju na koloni Ni-NTA 
izolirali pod denaturirajočimi pogoji. Pelet z inkluzijskimi telesci smo dvakrat sprali s 
pufrom za spiranje inkluzijskih telesc. Po vsakem spiranju smo inkluzijska telesca 
centrifugirali 15 minut z 12 000 vrt./min pri 4 °C. Sprana inkluzijska telesca smo raztopili 
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v pufru za vezavo na kolono Ni-NTA, s katerim smo tudi ekvilibrirali kolono Ni-NTA ter 
nato nanjo nanesli raztopljena inkluzijska telesca. Vsebino kolone smo stresali na 
stresalniku (1 uro pri 4 °C). Sledilo je spiranje kolone pufrom za vezavo, dokler ni bila v 
ulovljeni frakciji izmerjena absorbanca pri valovni dolžini 280 nm, nižja od 0,02. Enako je 
veljalo za vsa nadaljnja spiranja, ko smo nečistoče spirali s pufrom za vezavo z dodanim 
10 mM, 20 mM ali 50 mM imidazolom. Protein smo eluirali s pufrom za elucijo, ki je 
vseboval 500 mM imidazol. 
 
Eluiran protein smo raztopili v pufru za vezavo do končne koncentracije 10-100 µg/ml, 
čemur je sledilo ponovno zvijanje proteina z uporabo dialize. Razredčen protein smo pri 4 
°C trikrat dializirali proti 2 l dializnega pufra. Po dializi smo oba fuzijska proteina dodatno 
opredelili z uporabo gelske izključitvene kromatografije sklopljene s testom ELISA. 
 
 
3.2.6.2.2 Gelska izključitvena kromatografija  
 
Rekombinantna fuzijska proteina scFv-CD20/nSEA2 in scFv-CD20/cSEA2 smo po 
končanem ponovnem zvijanju prefiltrirali skozi filter s porami velikosti 0,22 µm ter 500 
µL vzorca injicirali na kolono (Superdex 200 Increase 10/300 GL; GE Healthcare). 
Ločevanje na koloni je potekalo pri pretoku 0,5 ml/min v mobilni fazi 20 mM Tris pH 7,0, 
150 mM NaCl. Merili smo absorbanco pri valovni dolžini 280 nm ter zbirali frakcije po 
250 µL.  
 
 
3.2.6.2.3 Test ELISA 
 
Frakcije, zbrane tekom gelske izključevalne kromatografije, smo nanesli na plošče s 96 
vdolbinicami, prevlečene s polistirenom, ki omogočajo nespecifično vezavo proteinov na 
površino. Po prekonočni inkubaciji pri 4 °C smo plošče sprali s pufrom za spiranje ter 
vzorce 1 uro na sobni temperaturi inkubirali s pufrom ELISA/ELISPOT (1x). Sledilo je 
spiranje plošč s pufrom za spiranje ter dodatek primarnih protiteles (mišja primarna 
protitelesa proti označevalcu His), ki smo jih s pufrom ELISA/ELISPOT (1x) redčili v 
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razmerju 1:1000. Po 1 uri na sobni temperaturi smo plošče sprali s pufrom za spiranje ter 
dodali sekundarna protitelesa (kozja sekundarna protitelesa proti mišjim protitelesom, 
označena s hrenovo peroksidazo), ki smo jih s pufrom ELISA/ELISPOT (1x) redčili v 
razmerju 1:4000. Po 1 uri na sobni temperaturi smo plošče ponovno sprali s pufrom za 
spiranje ter dodali substrat TMB. Reakcijo smo ustavili z dodatkom 0,16 M H2SO4. S 
čitalcem mikrotitrskih plošč (BioTek Synergy Mx) smo izmerili absorbanco pri 450 nm.  
 
 
3.2.7 SDS-PAGE, prenos western in imunodetekcija  
 
3.2.7.1 Priprava vzorcev  
 
Supernatantu celic HEK293T, ki je vseboval rekombinantne proteine, smo dodali ¼ 
končnega volumna 4-kratnega reducirajočega pufra s SDS. Vzorce smo inkubirali 5 minut 
na 95 °C ter jih po denaturaciji nanesli na gel.  
 
Za rekombinantne proteine izražene v E.coli, smo želeli preveriti, ali se izražajo v topni ali 
netopni obliki kot inkluzijska telesca. Ločili smo celični pelet (netopna frakcija) ter 
supernatant (topna frakcija). Za primerjavo izražanja rekombinantnih proteinov med 
obema frakcijama smo sprana inkluzijska telesca raztopili v enakem volumnu pufra (200 
mM Tris, 200 mM NaCl) kot je bil volumen topne frakcije. Vzorcem smo dodali ¼ 
končnega volumna 4-kratnega reducirajočega pufra s SDS. Sledila je inkubacija 5 min na 
95 °C ter nanos na gel.  
 
Vzorcu očiščenih fuzijskih proteinov scFv-CD20/nSEA2 in scFv-CD20/cSEA2 smo dodali 
¼ končnega volumna 4-kratnega reducirajočega pufra s SDS. Sledila je inkubacija 5 min 
na 95 °C ter nanos na gel.  
 
 
3.2.7.2 SDS-PAGE in prenos western  
 
Vzorce smo nanesli na gel skupaj s proteinskim velikostnim standardom, na podlagi 
katerega smo ocenili velikosti rekombinantnih proteinov v vzorcih. Za izvedbo 
elektroforeze smo uporabili vertikalni sistem Mini-Protean II po navodilih proizvajalca 
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(BioRad). Po končani separaciji smo gele po navodilih proizvajalca barvali z barvilom 
InstantBlue
TM
 ali pa smo s prenosom western proteine prenesli na nitrocelulozno 
membrano (GE Healthcare).  
 
 
3.2.7.3 Imunodetekcija  
 
Po prenosu western smo membrane inkubirali čez noč na 4 °C ali 1 uro na sobni 
temperaturi v raztopini za blokiranje membran. Sledilo je spiranje membran z raztopino za 
spiranje ter inkubacija (1 ura, sobna temperatura) z ustreznimi primarnimi protitelesi, ki 
smo jih redčili v raztopini za blokiranje membran (zajčja primarna protitelesa proti 
označevalcu FLAG, redčena 1:2000 ali mišja primarna protitelesa proti označevalcu His, 
redčena 1:1000). Po inkubaciji smo membrane ponovno sprali z raztopino za spiranje ter 
jih inkubirali (1 ura, sobna temperatura) z ustreznimi sekundarnimi protitelesi (kozja 
sekundarna protitelesa proti zajčjim protitelesom označena s hrenovo peroksidazo, redčena 
1:5000 ali kozja sekundarna protitelesa proti mišjim protitelesom označena s hrenovo 
peroksidazo, redčena 1:3000). Proteine, označene s hrenovo peroksidazo, smo zaznali s 
komercialno dostopnima kompletoma za zaznavanje bioluminiscence (SuperSignal West 
Femto Chemiluminiscent Substrate in ECL). Za slikanje membran smo uporabili napravo 
G:BOX Chemi s programsko opremo GeneSnap (Syngene). 
 
 
3.2.8 Testi vezave 
 
Za potrditev vezave fuzijskega proteina scFv-CD20/Venus na tarčni antigen CD20 smo 
celice Raji (5×10
5
 celic) resuspendirali v 200 µl supernatanta celic HEK293T, ki je 
vseboval scFv-CD20/Venus. Po 2 urni inkubaciji na 37 °C in v temi smo celice sprali s 
PBS. Za pozitivno kontrolo barvanja smo celice po navodilih proizvajalca barvali s 
protitelesom proti CD20, označeno z barvilom VioBlue. Barvane celice Raji smo, bodisi 
analizirali s pretočnim citometerom CyFlow space (Partec), s katerim smo analizirali vsaj 
30000 celic in podatke obdelali s programsko opremo FlowJo (Tree Star), bodisi smo jih 
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analizirali s fluorescentnim konfokalnim mikroskopom Leica TCS SP6 in podatke obdelali 
s programsko opremo LAS AF (Leica Microsystems). 
 
Za potrditev vezave fuzijskih proteinov scFv-CD20/nSEA2 in scFv-CD20/cSEA2 na tarčni 
antigen CD20 smo celice Raji ali Mono-mac-6 (5×10
5
 celic) resuspendirali v 100 µl scFv-
CD20/nSEA2 ali scFv-CD20/cSEA2 v koncentraciji 200 nM. V primeru tekmovanja za 
vezavo na CD20 smo celice Raji najprej resuspendirali v 90 µl PBS ter dodali 10 µl 
protitelesa proti CD20 označeno z barvilom VioBlue. Po 10-minutni inkubaciji v temi na 
4 °C smo celice sprali s PBS (centrifugiranje 300 x g, 5 min) ter jih resuspendirali v 100 µl 
scFv-CD20/nSEA2 ali scFv-CD20/cSEA2 s koncentracijo 200 nM. Celice smo s fuzijskima 
proteinoma inkubirali 1-2 uri na 37 °C, nato smo jih sprali s PBS (centrifugiranje 300 x g, 
5 min) ter jih resuspendirali v 90 µl PBS. Dodali smo 10 µl protitelesa proti označevalcu 
His označenim z barvilom FITC in vse skupaj inkubirali 10 minut v temi na 4 °C. Po 
spiranju s PBS (centrifugiranje 300 x g, 5 min) smo vezavo fuzijskih proteinov scFv-
CD20/nSEA2 in scFv-CD20/cSEA2, ki sta vsebovala označevalec His, na celice analizirali 
s pretočnim citometrom CyFlow space (Partec). Analizirali smo vsaj 30000 celic in 
podatke obdelali s programsko opremo FlowJo (Tree Star).   
 
 
3.2.9 Testi stimulacije  
 
Kot test biološke aktivnosti cepljenega SEA smo s pripravljenimi rekombinantnimi 
proteini, ki so se nahajali v supernatantu celic HEK293T, stimulirali PBMC. V 
mikrotitrske plošče s 96 vdolbinicami smo nasadili 5×10
4
 celic/vdolbinico ter dodali 
različne koncentracije komercialno dostopnega SEA ter različne količine supernatanta 
celic HEK293T, ki je vseboval divji tip SEA ali cepljen SEA, spojen s peptidi. Po 24 urni 
inkubaciji na 37 °C smo v supernatantu celic s komercialno dostopnim testom ELISA (po 
navodilih proizvajalca) določili koncentracijo humanega IL-2, ki je služil kot pokazatelj 
aktivacije T-limfocitnega imunskega odziva. 
 
Za potrditev biološke aktivnosti cepljenega SEA, spojenega s protitelesi, smo kot tarčne 
celice uporabili celično linijo Raji ali Mono-mac-6, kot efektorske celice pa PBMC. V 
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ter PBMC v razmerju 1:10 in dodali fuzijska proteina scFv-CD20/nSEA2 in scFv-
CD20/cSEA2. V primeru, ko smo celicam dodali protitelo proti CD20 (MabThera), smo le-
te po dodatku MabThera najprej inkubirali približno 30 minut na 37 °C ter nato dodali 
fuzijska proteina scFv-CD20/nSEA2 in scFv-CD20/cSEA2. Po 24 urni inkubaciji na 37 °C 
smo v supernatantu celic s komercialno dostopnim testom ELISA (po navodilih 




3.2.10 Testi citotoksičnosti 
 
Za spremljanje smrti tarčnih celic smo uporabili standardno metodo, ki so jo vzpostavili 
Brown in sod. [110] in temelji na spremljanju bioluminiscence. Metoda omogoča 
spremljanje celične smrti celic, ki stabilno izražajo luciferazo iz kresničke. 
Bioluminiscenca je odvisna od prisotnosti adenozin trifosfata, tako da v mrtvih celicah, po 
tem, ko se porabijo znotrajcelične zaloge adenozin trifosfata, ne zaznamo bioluminiscence. 
To nam omogoča, da celično smrt spremljamo kot zmanjšanje bioluminiscence.  
 
Določevali smo citotoksičnost divjega tipa SEA v primerjavi s cepljenim SEA2, spojenim s 
peptidi, zato smo uporabili tarčne celice BCWM z izraženim kompleksom MHCII, ki je 
tarča za SEA. Hkrati celice BCWM stabilno izražajo luciferazo iz kresničke ter zeleni 
fluorescentni protein. V črne mikrotitrske plošče s 96 vdolbinicami smo nasadili tarčne 
celice BCWM (5×10
4
 celic/vdolbinico) ter efektorske celice SEA-T v razmerju 1:10 in 
dodali različne koncentracije komercialno dostopnega SEA ter različne količine 
supernatanta celic HEK293T, ki je vseboval cepljen SEA2, spojen s peptidi. Za določitev 
maksimalne vrednosti bioluminiscence (relativne svetlobne enote; RLU) smo v vdolbinice 
nasadili le tarčne celice BCWM (5×10
4
 celic/vdolbinico). Po prekonočni inkubaciji na 37 
°C smo v vsako vdolbinico dodali D-luciferin v končni koncentraciji 150 µg/ml. 
Bioluminiscenco smo spremljali z napravo za spremljanje bioluminiscence IVIS® Lumina 
Series III (PerkinElmer) in nato obdelali podatke s programsko opremo Living Image® 




Golob Urbanc, A. Načrtovanje cepljenega superantigena za imunoterapijo raka.  40     
   Doktorska disertacija. Medicinska fakulteta. Univerza v Ljubljani, 2019  
 
3.2.11 Analiza molekul, izraženih na celični površini, s pretočno citometrijo  
 
Celice Raji, Mono-mac-6 in BCWM smo (5×10
5
 celic) resuspendirali v 90 µl PBS ter 
dodali 10 µl protitelesa proti CD20 označeno z barvilom VioBlue ali 10 µl protitelesa proti 
kompleksu MHCII označeno z barvilom APC. Po 10-minutni inkubaciji v temi na 4 °C 
smo celice sprali s PBS (centrifugiranje 300 x g, 5 min), jih resuspendirali v približno 500 
µl PBS ter analizirali s pretočnim citometrom CyFlow space (Partec). Analizirali smo vsaj 
30000 celic in podatke obdelali s programsko opremo FlowJo (Tree Star).   
 
 
3.2.12 Napovedovanje glikozilacijskih mest  
 
Za napovedovanje potencialnih O-glikozilacijskih ter N-glikozilacijskih mest smo 
uporabili programa NetOGlyc (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/) [111] ter 




3.2.13 Napovedovanje hidrofobnosti   
 
Celokupno površino topilu dostopnih hidrofobnih regij pri divjem tipu SEA ter pri 
fragmentih SEA (nSEA2 ter cSEA2) smo izračunali na podlagi napovedi aplikacije Swiss-
Pdb Viewer (https://spdbv.vital-it.ch/). 
 
 
3.2.14 Programska oprema 
 
Za izdelavo slik proteinov ter za pripravo modela fuzijskih proteinov (fragmenta SEA2 
spojena s peptidi) smo uporabili program UCSF Chimera 1.10 
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3.2.15 Statistična analiza 
 
Rezultati v doktorskem delu so podani kot povprečje z upoštevano standardno napako. 
Statistična analiza je bila opravljena s t-testom (unpaired Student t-test; two-tailed), s 
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4.1 Načrtovanje cepljenega superantigena  
 
Priprava cepljenih proteinov je precej zahtevna, saj ne moremo predvideti optimalnega 
mesta cepitve. Večina cepljenih proteinov ob cepitvi izgubi biološko aktivnost ali pa je le-
ta zmanjšana v primerjavi z nativnim necepljenim proteinom [114]. Naš cilj je bil pripraviti 
cepljen superantigen, ki bo ustrezal trem merilom, pomembnim za nadaljnjo potencialno 
uporabo v imunoterapiji raka: a) vsak posamezen fragment cepljenega superantigena je 
biološko neaktiven, b) cepljen superantigen se spontano ne sestavi v biološko aktivno 
obliko, c) fragmenta superantigena se sestavita v obliko z biološko aktivnostjo, primerljivo 
divjemu tipu superantigena. Kot superantigen smo uporabili dobro opredeljen SEA iz 
bakterije Staphylococcus aureus.  
 
 
Slika 5. Načrtovanje cepljenega superantigena SEA. (A) Aminokislinsko zaporedje SEA, (B) 3D kristalna 
struktura SEA (PDB 1ESF [73]) ter (C) strukture posameznih fragmentov treh različic cepljenega SEA. 
Izbrana cepitvena mesta s prekrivanjem 9 aminokislinskih ostankov so obarvana rdeče (različica 1 cepljenega 
SEA – SEA1), zeleno (različica 2 cepljenega SEA– SEA2) ter magenta (različica 3 cepljenega SEA – SEA3).  
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Na podlagi poznane 3D kristalne strukture SEA smo zasnovali ter pripravili več različic 
cepljenega superantigena SEA. Izbrali smo tri različna cepitvena mesta s prekrivanjem 9 
aminokislinskih ostankov (slika 5A), ki so se nahajala na površinsko izpostavljenih ter 
nestrukturiranih delih toksina (slika 5B). SEA smo razcepili na dva fragmenta, N-fragment 
(nSEA) ter C-fragment (cSEA) (slika 5C). Različica cepljenega superantigena 1 (SEA1) je 
sestavljena iz nSEA (aminokislinski ostanki 1-36) in cSEA (aminokislinski ostanki 28-
233), različica cepljenega superantigena 2 (SEA2) je sestavljena iz nSEA (aminokislinski 
ostanki 1-120) in cSEA (aminokislinski ostanki 112-233), medtem ko različico cepljenega 
superantigena 3 (SEA3) sestavljata nSEA (aminokislinski ostanki 1-226) in cSEA 
(aminokislinski ostanki 218-233). 
 
 
4.2 Metoda za odkrivanje učinkovitega cepljenega superantigena SEA 
 
Določanje biološke aktivnosti cepljenega superantigena je nekoliko bolj zahtevno v 
primerjavi z na primer fluorescentnimi proteini [115]. Biološka aktivnost cepljenega 
fluorescentnega proteina se enostavno oceni z opazovanjem fluorescence ter se glede na 
intenziteto le-te tudi določi, ali je primerljiva biološki aktivnosti necepljenega proteina. 
Naš cilj je bil, da tudi za odkrivanje učinkovitih cepljenih SEA razvijemo hitro in čim bolj 
enostavno metodo. Vzpostavili smo metodo, ki temelji na fuziji fragmentov cepljenega 
SEA s peptidi, ki tvorijo specifične dimerne obvite vijačnice (slika 6). Za testni sistem smo 
izbrali humane PBMC, ki smo jih stimulirali s fuzijskimi proteini ter nato s testom ELISA 
spremljali izločanje humanega IL-2, kot pokazatelja aktivacije T-limfocitnega imunskega 
odziva. 
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Slika 6. Shematski prikaz metode za zaznavanje delovanja cepljenega superantigena SEA. Fragmenti 
cepljenega SEA (nSEA in cSEA) so spojeni s peptidoma P3 in/ali P4. Učinkovit cepljen SEA je tisti, ki se le 
v primeru spojitve s peptidoma P3 in P4, ki tvorita specifične dimere v obliki obvite vijačnice, sestavi v 
biološko aktivno obliko in aktivira T-limfocitni odziv. V primeru, ko sta oba fragmenta SEA spojena s 
peptidom P3, se heterodimer ne tvori, cepljen SEA se ne sestavi v biološko aktivno obliko in posledično ni 
aktivacije limfocitov T. Kot označevalec T-limfocitne aktivacije smo s testom ELISA spremljali IL-2.  
 
 
4.2.1 Izražanje fragmentov cepljenega SEA, spojenih s peptidi   
 
4.2.1.1 Izražanje v bakterijskem ekspresijskem sistemu  
 
Prva izbira pri pripravi rekombinantnih proteinov bakterijskega izvora v topni obliki je 
običajno gostiteljski organizem E. coli [116]. Tudi mi smo za pripravo fuzijskih proteinov 
izbrali bakterijski ekspresijski sistem, v katerem smo najprej poskusili pripraviti različico 2 
cepljenega SEA, spojenega s peptidi. Vsak fragment SEA2 smo spojili s sintetično 
pripravljenima peptidnima heterodimeroma P3 in P4, načrtovanima v našem laboratoriju 
[106, 117, 118], ki samo s svojim parom tvorita specifične paralelne obvite vijačnice. 
Peptidni par smo izbrali zaradi poznane selektivne medsebojne interakcije in 
ortogonalnosti v sesalskih celičnih sistemih, kar zagotavlja, da dimerizirata le med sabo in 
ne ovirata ostalih celičnih procesov. Peptida P3 in P4 smo preko 10 aminokislinskih 
ostankov dolgega glicin-serinskega linkerja povezali s fragmentoma SEA2 (slika 7A). Iz 
slike 7B je razvidno, da se fragmenti SEA2, spojeni s peptidoma P3 in P4, v bakteriji E.coli 
izražajo v netopni obliki, poleg tega pa je izražanje fuzijskih proteinov P4_cSEA ter 
P3_cSEA zelo nizko. 
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Slika 7. Priprava cepljenega SEA2. (A) Shematski prikaz genskih konstruktov cepljenega SEA2, spojenega 
s peptidi. Fragmenta SEA2 smo z 10 aminokislinskih ostankov dolgim glicin-serinskim linkerjem (G4S)2 
spojili s peptidoma P3 in/ali P4. Kot vektor smo uporabili pET19b. (B) SDS-PAGE analiza fuzijskih 
proteinov, izraženih v bakteriji E.coli BL21(DE3) pLysS, po dodatku induktorja (0,2 mM IPTG) ter 4 urni 
inkubaciji na 37 °C. Topna frakcija (TF) ter netopna frakcija (NF) po kemijski lizi bakterij.     
 
S ciljem raziskati, zakaj se fuzijski proteini izražajo le v obliki inkluzijskih telesc ter kako 
bi jih pripravili v topni obliki, smo preverili profil izražanja divjega tipa SEA v primerjavi 
s fragmentoma SEA2. Pokazali smo, da se divji tip SEA izraža tako v netopni kot tudi v 
topni obliki (slika 8A), medtem ko se fragmenta SEA2 (nSEA2 in cSEA2) ne glede na 
pogoje produkcije izražata izključno v netopni frakciji v obliki inkluzijskih telesc (slika 
8C, E). Na sliki 8A, C, E so prikazani reprezentativni vzorci - testirali smo več različnih 
pogojev produkcije, a je bil rezultat vedno enak. S standardnimi pristopi, kot je izvedba 
fermentacije pri nižjih temperaturah, uporaba nižje koncentracije induktorja ter z raznimi 
dodatki za izboljšanje topnosti v liznem pufru [119, 120] smo poskušali izboljšati topnost 
fragmentoma SEA2, a neuspešno. Z in silico analizo smo potrdili, da se pri superantigenu 
SEA ob cepitvi izpostavijo dodatne topilu dostopne hidrofobne regije, ki so verjetno glavni 
razlog za izražanje fragmentov SEA2 v netopni obliki (slika 8B, D, F). Celokupna površina 
topilu dostopnih hidrofobnih regij iz 924 Å
2
 (divji tip SEA) naraste na 1988 Å
2
 (nSEA2 in 
cSEA2 skupaj). Delež topilu dostopnih hidrofobnih regij iz 10,4 % (divji tip SEA) naraste 
na 19,5 % pri fragmentu nSEA2 ter na 15,5 % pri fragmentu cSEA2 (Preglednica 7). 
 
Pri izražanju rekombinantnih proteinov v bakterijskem eskpresijskem sistemu je zaželeno, 
da so le-ti topni, saj je rokovanje s topnimi proteini bolj enostavno, potrebnih je manj 
korakov za čiščenje, hkrati pa se izognemo ponovnemu zvijanju proteinov in že ob izolaciji 
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pridobimo protein v nativni obliki. Žal priprava fragmentov SEA, spojenih s peptidoma, v 




Slika 8. Izražanje divjega tipa SEA, fragmentov nSEA2 in cSEA2 ter izpostavljenost hidrofobnih 
površin. (A, C, E) Imunodetekcija divjega tipa SEA (A), fragmentov nSEA2 (C) in cSEA2 (E), izraženih v 
bakteriji E.coli BL21(DE3) pLysS, po dodatku induktorja (0,2 mM IPTG). Časi in temperatura inkubacije po 
indukciji so različni in so navedeni na sliki - prikazani so reprezentativni vzorci topnih frakcij (TF) ter 
netopnih frakcij (NF) po kemijski lizi bakterij. (B, D, F) Topilu dostopne hidrofobne regije pri divjem tipu 
SEA (PDB 1ESF [73]) (B) in pri fragmentih nSEA2 (D) in cSEA2 (F). Hidrofilne regije so obarvane zeleno, 
hidrofobne regije vijolično. Hidrofobne regije, ki se izpostavijo le pri fragmentoma nSEA2 ter cSEA2 in pri 
divjemu tipu SEA niso prisotne, so obarvane rdeče.  
 
 
Preglednica 7. Izpostavljene hidrofobne regije za vsak posamezen protein.  
Protein 




Delež topilu dostopnih hidrofobnih regij 
glede na celokupno površino proteina (%) 
SEA 924 10,4 
nSEA2 1123 19,5 
cSEA2 865 15,5 
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4.2.1.2 Izražanje v sesalskem ekspresijskem sistemu  
 
Poleg določitve optimalnega mesta cepitve smo želeli vzpostaviti metodo, ki bi omogočala 
hitro ter enostavno testiranje različnih cepitvenih mest brez zamudnega koraka izolacije 
fuzijskih proteinov iz inkluzijskih telesc E.coli. Odločili smo se, da za izražanje fuzijskih 
proteinov uporabimo celično linijo HEK293T ter plazmid pFLAG-CMV3, ki poleg 
označevalca FLAG za zaznavanje izražanja proteinov vsebuje tudi signalno sekvenco za 
izločanje rekombinantnih proteinov v medij. Najprej smo preverili, ali je količina 
rekombinantnih proteinov v supernatantu celic HEK293T dovolj visoka, da bi za testiranje 
različic cepljenega SEA lahko neposredno uporabili supernatant celic brez predhodnega 
čiščenja fuzijskih proteinov, kar bi bistveno poenostavilo metodo. Celice HEK293T smo 
transficirali s plazmidom pFLAG-CMV3, ki je vseboval zapis za divji tip SEA. Z metodo 
prenosa western in imunodetekcijo smo potrdili prisotnost divjega tipa SEA v supernatantu 
celic HEK293T (slika 9A), ki smo ga nadalje uporabili za stimulacijo celic PBMC. 
Pokazali smo, da je biološka aktivnost rekombinantnega SEA v supernatantu celic 
HEK293T primerljiva s komercialno dostopnim SEA (slika 9B). Poleg T-limfocitne 
aktivacije je rekombinanten SEA sprožil smrt tarčnih celic BCWM (slika 9C), ki na svoji 
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Slika 9. Opredelitev rekombinantnega divjega tipa SEA iz supernatanta celic HEK293T. (A) Shematski 
prikaz genskega konstrukta z zapisom za divji tip SEA v vektorju pFLAG-CMV3 (zgoraj) ter prenos western 
in imunodetekcija divjega tipa SEA v supernatantu celic HEK293T 3 do 5 dni po transfekciji (spodaj). (B) 
Stimulacija celic PBMC s komercialno dostopnim SEA (SEA) ter SEA, izraženim v HEK293T (SEA(HEK)). 
Za stimulacijo smo uporabili različne koncentracije SEA ter različne volumne supernatanta celic HEK293T 
(50-krat ter 10-krat redčene), ki je vseboval SEA. Po 24 urni inkubaciji na 37 °C smo pobrali medij ter s 
testom ELISA preverili nivo izločenega IL-2. Statistična analiza vključuje **p<0,01 v primerjavi s kontrolo 
(brez). (C) Test citotoksičnosti. Primerjava citotoksičnosti komercialno dostopnega SEA (SEA) ter 
rekombinantnega SEA, izraženega v HEK293T (SEA(HEK)) za tarčne celice BCWM. Celice BCWM smo 
inkubirali z različnimi koncentracijami SEA ter različnimi volumni supernatanta celic HEK293T (tudi 100-
krat, 50-krat ter 10-krat redčene), ki je vseboval SEA, ob prisotnosti efektorskih limfocitov T (predhodno 
stimulirane s SEA). Razmerje med tarčnimi in efektorskimi celicami je bilo 1:10. Odstotek celične lize celic 
BCWM smo določili po preko nočni inkubaciji z merjenjem bioluminiscence na napravi IVIS Lumina III. 
Statistična analiza vključuje n.s. – ni signifikantno, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 v primerjavi s celicami, 




Slika 10. Izražanje kompleksa MHCII na površini celic BCWM. Celice smo barvali s protitelesi proti 
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Potrdili smo, da količina rekombinantnega SEA v mediju zadostuje za ugotavljanje 
biološke aktivnosti superantigena, zato smo se odločili učinkovitost cepitvenih mest v SEA 
določiti na podlagi primerjave biološke aktivnosti divjega tipa SEA ter cepljenega SEA, 
prisotnega v supernatantu celic HEK293T. Po zgledu rekombinantno pripravljenega 
divjega tipa SEA smo z genskimi konstrukti z zapisom za fuzijske proteine (slika 11) 
prehodno transficirali celično linijo HEK293T ter 3 do 5 dni po transfekciji pobrali medij. 
S prenosom western ter imunodetekcijo smo preverili prisotnost fuzijskih proteinov v 




Slika 11. Shematski prikaz genskih konstruktov z zapisom za fragmente SEA, spojene s peptidi. 
Fragmente treh različic cepljenih SEA smo z 10 aminokislinskimi ostanki dolgim glicin-serinskim linkerjem 
(G4S)2 spojili s peptidoma P3 in/ali P4. Kot vektor smo uporabili pFLAG-CMV3, ki na N-konec fuzijskih 
proteinov, poleg označevalca FLAG za potrditev izražanja proteinov, doda signalno sekvenco za izločanje 
proteinov iz celic.  
  
 
Slika 12. Preverjanje prisotnosti fragmentov SEA, spojenih s peptidi, v supernatantu celic HEK293T. 
Z uporabo metode prenosa western in imunodetekcije smo 3 do 5 dni po transfekciji celic HEK293T z 
genskimi konstrukti, ki so vsebovali zapis za fragmente SEA (različice 1, 2 ali 3), povezane s peptidoma P3 
ali P4, v supernatantu celic preverili prisotnost fuzijskih proteinov.   
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Za odkrivanje učinkovitih cepljenih SEA smo celice PBMC stimulirali s fuzijskimi 
proteini, ki so se nahajali v supernatantu celic HEK293T. Iz slike 13A je razvidno, da pri 
vseh treh različicah cepljenega superantigena SEA vsak posamezni fragment SEA v fuziji s 
peptidom P3 ali P4 ne povzroči aktivacije celic T. Nadalje smo celice PBMC stimulirali s 
kombinacijo fragmentov SEA, spojenih s peptidoma P3 in P4, s ciljem odkriti ali se katera 
izmed različic cepljenega SEA po formaciji obvite vijačnice sestavi v biološko aktivno 
obliko, zmožno aktivacije T-limfocitnega odziva. Presenetljivo je le različica 2 cepljenega 
superantigena SEA aktivirala limfocite T, medtem ko pri stimulaciji z različicama 1 in 3 
nismo zaznali izločanja IL-2 (slika 13B). Da bi izključili možnost spontane formacije 
biološko aktivnega SEA v raztopini, smo celice PBMC stimulirali s kombinacijo 
fragmentov SEA, spojenih le s peptidom P3, ki sam s seboj ne tvori obvite vijačnice. T-
limfocitnega odziva nismo zaznali, niti v primeru cepljenega SEA2. S tem smo potrdili, da 
se le-ta v raztopini spontano ne sestavi v aktivno obliko, ampak sta za to potrebni 
dimerizacijski domeni, ki fragmenta SEA pripeljeta v neposredno bližino (slika 13C). Za 
nadaljnjo aplikacijo je to pomembno, saj bi cepljen SEA, ki bi se spontano sestavil v 
biološko aktivno obliko, preko vezave na vse celice z izraženim kompleksom MHCII 
povzročil neželeno sistemsko aktivacijo limfocitov T. Potrdili smo, da poleg T-limfocitne 
aktivacije cepljen SEA2 povzroči smrt tarčnih celic BCWM, in sicer le, ko sta fragmenta 
SEA2 spojena s peptidoma P3 in P4, ki tvorita dimerno obvito vijačnico. Vsak posamezni 
fuzijski protein za tarčne celice BCWM ni citotoksičen, prav tako ne kombinacija 
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Slika 13. Metoda za zaznavanje učinkovitega cepljenega superantigena SEA. (A-C) Testi stimulacije. 
Celice PBMC smo stimulirali s komercialno dostopnim rekombinantnim SEA (rSEA) v koncentraciji 10 
ng/ml ali s supernatantom celic HEK293T, ki je vseboval fuzijske proteine (različice cepljenega SEA 
povezane s peptidoma P3 in P4). Po 24 urni inkubaciji na 37 °C smo pobrali medij ter s testom ELISA 
preverili nivo izločenega IL-2. Statistična analiza vključuje n.s. – ni signifikantno, **p<0,01 v primerjavi s 
kontrolo (brez). Celice PBMC smo stimulirali s supernatantom celic HEK293T, ki je vseboval posamezne 
fuzijske proteine (vsakega po 50 µl) (A), kombinacijo dveh fuzijskih proteinov (vsakega po 25 µl), kjer sta 
bila fragmenta SEA povezana s peptidoma P3 in P4 (B) ter kombinacijo dveh fuzijskih proteinov (vsakega po 
25 µl), kjer sta bila oba fragmenta SEA povezana s peptidom P3 (C). (D) Test citotoksičnosti. Tarčne celice 
BCWM smo ob prisotnosti efektorskih limfocitov T (predhodno stimulirane s SEA) v razmerju 1:10 
inkubirali s 25 µl supernatanta celic HEK293T, ki je vseboval fragmenta SEA2, povezana s peptidoma P3 ali 
P4. Odstotek celične lize celic BCWM smo izmerili po preko nočni inkubaciji z merjenjem bioluminiscence 




Iz slike 12 je razvidno, da v supernatantu celic HEK293T nismo zaznali fuzijskih proteinov 
P4_cSEA in P3_cSEA, različice 3 cepljenega SEA. Kljub temu smo s supernatantom celic 
HEK293T stimulirali limfocite T ter preverili morebitno biološko aktivnost cepljenega 
SEA3 (slika 13). Z namenom izključiti, da razlog za neučinkovitost cepljenega SEA3 ni 
slabo izražanje fuzijskih proteinov P4_cSEA in P3_cSEA, smo z dodatkom maltoza 
vezavnega proteina (MBP; ang. maltose binding protein) (slika 14A) povišali izražanje 
obeh fuzijskih proteinov, kar je potrdila imunodetekcija (slika 14B). S supernatantom celic 
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HEK293T, ki je vseboval fuzijske proteine, smo stimulirali celice PBMC, vendar kljub 
izboljšanemu izražanju fuzijskih proteinov MBP_P4_cSEA in MBP_P3_cSEA cepljen 
SEA3 ni aktiviral limfocitov T (slika 14C).    
 
 
Slika 14. Izboljšanje izražanja fuzijskih proteinov v supernatantu celic HEK293T. (A) Shematski prikaz 
genskih konstruktov z zapisom za fragmenta SEA3, povezana s peptidi P3 in P4 (preko glicin-serinskega 
linkerja; (G4S)2)) ter z dodanim MBP preko cepitvenega mesta za proteazo iz virusa TEV (ang. Tobacco Etch 
Virus); TEV. Kot vektor smo uporabili pFLAG-CMV3. (B) Imunodetekcija fuzijskih proteinov v 
supernatantu celic HEK293T 3 do 5 dni po transfekciji celic. (C) Test stimulacije. Celice PBMC smo 
stimulirali s komercialno dostopnim rekombinantnim SEA (rSEA) v koncentraciji 0,03 ng/ml ali s 
supernatantom celic HEK293T, ki je vseboval navedene fuzijske proteine (po 50 µl vsakega). Po 24 urni 
inkubaciji na 37 °C smo pobrali medij ter s testom ELISA preverili nivo izločenega IL-2. Statistična analiza 
vključuje n.s. – ni signifikantno, **p<0,01 v primerjavi s kontrolo (brez). 
 
 
Naš primarni cilj je bil odkriti cepljen SEA, ki se v suspenziji spontano ne sestavi v 
biološko aktivno obliko, ima posamezen fragment neaktiven ter aktivnost primerljivo 
divjemu tipu superantigena, zato nadalje nismo raziskovali različic 1 in 3 cepljenega SEA. 
Raziskovalno delo smo osredotočili na različico 2 cepljenega SEA, ki je izpolnjeval vsa 
zgoraj našteta merila za nadaljnjo uporabo v imunoterapiji raka.  
 
Za izbrano različico cepljenega SEA smo pripravili teoretični model fragmentov SEA2, 
povezanih s peptidoma P3 in P4 (slika 15).   
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Slika 15. Teoretični model fragmentov SEA2, spojenih s peptidoma. Fragmenta SEA2 (pdb1ESF.ent) sta 
preko 10 aminokislinskih ostankov dolgega glicin-serinskega linkerja povezana s peptidoma P3 ali P4.  
 
 
4.3 Vpliv dolžine linkerja v fuzijskih proteinih na sestavljanje 
cepljenega SEA2 v biološko aktivno obliko  
 
Za cepljen SEA2, povezan s peptidi, smo želeli preveriti, ali dolžina linkerja med 
fragmentoma SEA2 ter peptidoma vpliva na proces sestavljanja v biološko aktivno obliko. 
Predvsem nas je zanimalo, ali je možno podaljšati linker ter zagotoviti, da se fragmenta 
SEA2 še vedno sestavita v biološko aktivno obliko le v primeru spojitve s heterodimernima 
peptidoma in ne spontano. V primeru, da se tumorski antigeni na površini celic ne nahajajo 
v visoki koncentraciji, bi nam daljši linker omogočil, da bi se kljub razdalji fragmenta 
SEA2 združila v biološko aktivno obliko.  
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V ta namen smo pripravili genske konstrukte z zapisom za fragmenta cepljenega SEA2 
(nSEA in cSEA), povezana s peptidoma P3 ali P4 preko različno dolgih glicin-serinskih 
linkerjev (slika 16). S pripravljenimi genskimi konstrukti v plazmidu pFLAG-CMV3 smo 
prehodno transficirali celice HEK293T, ki so fuzijske proteine izločale v medij, kar je 
potrdila imunodetekcija (slika 16).  
 
 
Slika 16. Fragmenta SEA2 spojena s peptidoma P3 ali P4 preko različno dolgih glicin-serinskih 
linkerjev. Shema genskih konstruktov (levo), ki vsebujejo fragmenta SEA2, povezana s peptidoma P3 ali P4 
preko 10, 20, 30 ali 40 aminokislinskih ostankov dolgega glicin-serinskega linkerja. Vsi genski konstrukti so 
v plazmidu pFLAG-CMV3. Potrditev izražanja fuzijskih proteinov (desno) v supernatantu prehodno 
transficiranih celic HEK23T s prenosom western in imunodetekcijo 3-5 dni po transfekciji celic.  
 
Pri imunodetekciji smo poleg lis pričakovanih velikosti zaznali še dodatne lise, za katere 
smo predpostavili, da so posledica bodisi degradacije bodisi glikozilacije fuzijskih 
proteinov. Znano je, da glikozilacija vpliva na potovanje proteinov pri SDS-PAGE [121]. 
Glikozilacija je ena izmed najbolj pogostih posttranslacijskih modifikacij in vse več 
raziskav kaže, da je večina evkariontskih proteinov glikoziliranih [122]. SEA je bakterijski 
protein, ki smo ga izrazili v evkariontskem ekspresijskem sistemu, zato smo predpostavili, 
da so dodatne lise, ki se nahajajo višje od pričakovanih velikosti, posledica glikozilacije 
fuzijskih proteinov. Z analizo in silico smo v fuzijskih proteinih (fragmenta SEA2 spojena s 
peptidoma) analizirali prisotnost potencialnih O-glikozilacijskih mest ter N-glikozilacijskih 
mest ter potrdili, da so vsa potencialna N-glikozilacijska mesta na fragmentih SEA2 (slika 
17A). Na podlagi 3D-modela SEA smo pokazali, da so potencialna N-glikozilacijska mesta 
izpostavljena na površini (slika 17B). 
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Slika 17. Potencialna N-glikozilacijska mesta pri fragmentih SEA2, spojenih s peptidoma P3 in P4. (A) 
Aminokislinska zaporedja fuzijskih proteinov, kjer so označena potencialna N-glikozilacijska mesta. Z 
zeleno je obarvana sekvenca Asn-X-Ser/Thr, kamor se na mesto asparagina (obarvan z rdečo) lahko veže 
oligosaharidna veriga. (B) 3D model fragmentov SEA2, kjer so označena potencialna N-glikozilacijska 
mesta. Barvna koda je enaka kot pri aminokislinskem zaporedju.  
 
Test stimulacije, kjer smo celice PBMC stimulirali s pripravljenimi genskimi konstrukti z 
zapisom za fragmente SEA2 spojene s peptidoma preko glicin-serinskega linkerja različnih 
dolžin (slika 16) je razkril, da dolžina linkerja ne vpliva na sestavljanje cepljenega SEA2 v 
biološko aktivno obliko, saj je le-ta povezan s peptidoma P3 in P4, ki tvorita dimer, vedno 
aktiviral enako močan T-limfocitni odziv ne glede na dolžino linkerja (slika 18A). Dodatno 
smo ugotovili, da se tudi v primeru zelo dolgega linkerja (40 aminokislinskih ostankov), 
fragmenta SEA2 v biološko aktivno obliko sestavita le ob tvorbi heterodimera. Dolžina 
linkerja ni vplivala niti na citotoksičnost cepljenega SEA2 za tarčne celice BCWM z 
izraženim kompleksom MHCII (slika 18B).  
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Slika 18. Vpliv dolžine linkerja na sestavljanje cepljenega SEA2. (A) Test stimulacije. PBMC smo 
stimulirali s komercialno dostopnim SEA (rSEA) v koncentraciji 10 ng/ml ali s 25 µl supernatanta celic 
HEK293T, ki je vseboval fragmenta SEA2 povezana s peptidoma P3 ali P4 preko različno dolgih glicin-
serinskih linkerjev. Po 24 urni inkubaciji na 37 °C smo pobrali medij ter s testom ELISA preverili nivo 
izločenega IL-2. Statistična analiza vključuje n.s. – ni signifikantno, **p<0,01 v primerjavi s kontrolo (brez). 
(B) Test citotoksičnosti. Celice BCWM smo ob prisotnosti efektorskih limfocitov T (predhodno stimulirane s 
SEA) v razmerju 1:10 inkubirali s 25 µl supernatanta celic HEK293T, ki je vseboval fragmenta SEA2, 
povezana s peptidoma P3 ali P4 preko različno dolgih glicin-serinskih linkerjev. Odstotek celične lize celic 
BCWM smo izmerili po preko nočni inkubaciji z merjenjem bioluminiscence na napravi IVIS Lumina III. 
Statistična analiza vključuje n.s. – ni signifikantno, *p<0,05, **p<0,01 v primerjavi s kontrolo (nestimulirane 
celice BCWM in SEA-T v razmerju 1:10). 
 
 
Glede na to, da točne koncentracije fuzijskih proteinov v supernatantu celic HEK293T 
nismo uspeli določiti, smo učinkovitost cepljenega SEA2 ocenili s primerjavo biološke 
aktivnosti divjega tipa SEA ter cepljenega SEA2. PBMC smo stimulirali z različnimi 
koncentracijami divjega tipa SEA z znano koncentracijo ter z različnimi količinami 
supernatanta celic HEK293T, ki je vseboval fuzijske proteine (slika 19A). Iz teh rezultatov 
lahko sklepamo, da cepljen SEA2 doseže biološko aktivnost primerljivo divjemu tipu SEA. 
To je potrdil tudi test citotoksičnosti, kjer smo tarčne celice BCWM ob prisotnosti 
efektorskih celic inkubirali z različnimi količinami supernatanta celic HEK293T, ki je 
vseboval fuzijske proteine (slika 19B). 
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Slika 19. Primerjava biološke aktivnosti divjega tipa SEA s cepljenim SEA2. (A) Test stimulacije. Celice 
PBMC smo stimulirali z različnimi koncentracijami komercialno dostopnega SEA (rSEA) ter z različnimi 
količinami supernatanta celic HEK293T, ki je vseboval fragmenta SEA2, povezana s peptidoma P3 in P4 
preko različno dolgih glicin-serinskih linkerjev. Za kontrolo smo PBMC stimulirali z 20 µl supernatanta celic 
HEK293T, ki je vseboval fuzijske proteine nSEA_P3, P4_cSEA in P3_cSEA. Po 24 urni inkubaciji na 37 °C 
smo pobrali medij ter s testom ELISA preverili nivo izločenega IL-2. Statistična analiza vključuje n.s. – ni 
signifikantno, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 v primerjavi s kontrolo (brez). (B) Test citotoksičnosti. Celice 
BCWM smo ob prisotnosti efektorskih limfocitov T (predhodno stimulirane s SEA) v razmerju 1:10 
inkubirali z različnimi koncentracijami komercialno dostopnega SEA (rSEA) ali z različno količino 
supernatanta celic HEK293T, ki je vseboval fragmenta SEA2, povezana s peptidoma P3 ali P4 (preko 10 
aminokislin dolgega glicin-serinskega linkerja). Odstotek celične lize celic BCWM smo izmerili po preko 
nočni inkubaciji z merjenjem bioluminiscence na napravi IVIS Lumina III. Statistična analiza vključuje n.s. – 
ni signifikantno, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 v primerjavi s kontrolo (nestimulirane celice BCWM in 
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4.4 Vpliv orientacije domen v fuzijskih proteinih na sestavljanje 
cepljenega SEA2 v biološko aktivno obliko  
 
Znano je, da pri pripravi cepljenih proteinov v fuziji z interakcijskimi domenami 
pomembno vlogo igra tudi medsebojna orientacija domen [123, 124]. Da bi preverili, ali 
orientacija fragmentov SEA2 ter peptidov vpliva na sestavljanje cepljenega SEA2 v 
biološko aktivno obliko, smo pripravili genske konstrukte, kjer sta bila, v nasprotju s prej 
testiranimi fuzijskimi proteini (slika 16), peptida P3 in na N-koncu, fragmenta SEA2 pa na 
C-koncu (slika 20A). Test stimulacije je razkril, da fuzijski proteini z drugačno orientacijo 
prav tako aktivirajo limfocite T (slika 20B).    
 
Slika 20. Vpliv orientacije na sestavljanje cepljenega SEA2. (A) Shema genskih konstruktov s 
spremenjeno orientacijo v plazmidu pFLAG-CMV3. V vseh fuzijskih konstruktih sta peptida P3 in P4 na N-
koncu, fragmenta SEA2 na C-koncu, povezuje pa ju glicin-serinski linker dolžine 10 aminokislinskih 
ostankov ((G4S)2). (B) Test stimulacije. PBMC smo stimulirali s 50 µl supernatanta celic HEK293T, ki je 
vseboval cepljen SEA2, povezan s peptidoma P3 ali P4, v spremenjeni orientaciji. Po 24 urni inkubaciji na 37 
°C smo pobrali medij ter s testom ELISA preverili nivo izločenega IL-2. Statistična analiza vključuje n.s. – ni 
signifikantno, *p<0,05, ***p<0,001 v primerjavi s kontrolo (brez). 
 
 
4.5 Cepljen SEA za potencialno uporabo v imunoterapiji raka 
 
Po odkritju učinkovitega cepljenega SEA smo za potrditev naše druge hipoteze vsak 
fragment SEA2 spojili s scFv. Predpostavili smo, da bosta fragmenta SEA2 povezana s 
protitelesom, specifičnim za tumorski antigen, ob vezavi protitelesa na tumorski antigen na 
tarčnih celicah, prišla dovolj blizu skupaj, se sestavila v biološko aktivno obliko ter 
sprožila aktivacijo celic T. Hkrati smo želeli zagotoviti, da bo vsak posamezen fragment 
SEA spojen s scFv ostal neaktiven, kar bi pomenilo, da lahko tumorske celice ciljamo 
tarčno brez vpliva na ostale zdrave celice z izraženim kompleksom MHCII, s čimer se, za 
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razliko od standardnega pristopa s celotnim superantigenom, izniči neželeni sistemski efekt 
superantigena (slika 21). Ideja o uporabi cepljenega superantigena SEA na področju 
imunoterapije raka predstavlja novo potencialno orodje za zdravljenje. 
 
 
Slika 21. Osnovni princip uporabe cepljenega SEA v imunoterapiji raka.  
 
 
4.6 Načrtovani scFv-CD20 se specifično veže na tarčni antigen CD20  
 
Poglavitni cilj doktorske naloge je bil pripeljati cepljen SEA2 do tumorske celice, kjer bi 
fragmenta SEA2 prišla v neposredno bližino in se sestavila v biološko aktiven 
superantigen. Za dostavo fragmentov SEA2 na mesto tumorja smo se odločili uporabiti 
scFv proti antigenu CD20 (scFv-CD20), ki je izražen na celicah B vse od prelimfocitov B 
do zrelih naivnih limfocitov B, medtem ko na plazmatkah ni več prisoten [125]. Antigen 
CD20 je dobro poznan tumorski antigen in tarča za protitelesa, ki se uporabljajo v kliniki 
za zdravljenje limfomov, kot je na primer rituksimab [126]. 
 
Za pripravo scFv-CD20 smo uporabili humanizirani zaporedji za variabilni del težke 
verige (VH; ang. variable heavy chain) ter variabilni del lahke verige (VL; ang. variable 
light chain) [127], z enakimi kratkimi regijami, ki določajo komplementarnost (CDR; ang. 
complementarity-determining regions), kot jih ima himerno monoklonsko protitelo 
rituksimab. Verigi smo spojili z Withlowim peptidnim linkerjem (ang. Whitlow peptide 
linker; z aminokislinskim zaporedjem: GSTSGSGKPGSGEGSTKG) za katerega so 
pokazali, da zmanjša agregacijo ter je bolj odporen na proteolizo in vitro [128]. Za razliko 
od glicin-serinskega linkerja so v Withlowem peptidnem linkerju vključeni trije nabiti 
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aminokislinski ostanki (dve pozitivno nabiti aminokislini lizina ter ena negativno nabita 
aminokislina glutaminske kisline), ki izboljšajo topnost. Da bi preverili učinkovitost 
vezave načrtovanega scFv-CD20 na tarčni antigen CD20, smo preko glicin-serinskega 
linkerja (dolžine 10 aminokislinskih ostankov) na scFv-CD20 pripeli fluorescentni protein 
Venus z dodano histidinsko oznako (slika 22A), ki je služila kot označevalec za potrditev 
izražanja fuzijskega proteina. Genski konstrukt smo vnesli v plazmid pFLAG-CMV3, kar 
nam je omogočilo izražanje pripravljenega fuzijskega proteina v sesalskem ekspresijskem 
sistemu. Za hitro opredelitev smo s pripravljenim genskim konstruktom prehodno 
transficirali celice HEK239T, ki so fuzijski protein izločale v medij, kar smo potrdili s 
prenosom western in imunodetekcijo (slika 22B).  
 
 
Slika 22. Vezava scFv-CD20 na tarčni antigen CD20. (A) Shema genskega konstrukta z zapisom za scFv-
CD20 povezanega s fluorescentnim proteinom Venus v plazmidu pFLAG-CMV3. VH, variabilni del težke 
verige; VL, variabilni del lahke verige; (G4S)2, glicin-serinski linker; His, označevalec His. (B) Potrditev 
prisotnosti fuzijskega proteina scFv-CD20/Venus v supernatantu prehodno transficiranih celic HEK23T 3 do 
5 dni po transfekciji s prenosom western in imunodetekcijo. (C) Potrditev specifične vezave fuzijskega 
proteina scFv-CD20/Venus prisotnega v supernatantu celic HEK293T na tumorski antigen CD20 izražen na 
površini celic Raji s pretočno citometrijo. Prikazani so histogrami nebarvanih celic Raji (sivi histogram) ter 
celic Raji v prisotnosti fuzijskega proteina scFv-CD20/Venus (zelen histogram). (D) Potrditev specifične 
vezave fuzijskega proteina scFv-CD20/Venus prisotnega v supernatantu celic HEK293T na tumorski antigen 
CD20 izražen na površini celic Raji s fluorescentnim konfokalnim mikroskopom (spodaj). Kot kontrolo 
vezave smo celice Raji (zgoraj) barvali s protitelesom proti CD20 označenim z barvilom VioBlue. Velikostna 
skala, 10 µm. 
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V supernatantu celic HEK293T, ki je vseboval scFv-CD20 povezan s fluorescentnim 
proteinom Venus (scFv-CD20/Venus), smo inkubirali celice Raji, ki izvirajo iz pacienta z 
Burkittovim limfomom in na svoji površini izražajo veliko količino antigena CD20 (slika 
26). Z meritvami na pretočnem citometru in opazovanjem na fluorescentnem konfokalnem 
mikroskopu, smo potrdili vezavo fuzijskega proteina scFv-CD20/Venus na tarčni antigen 
CD20 (slika 21C, D). Načrtovano enoverižno protitelo scFv-CD20 smo uporabili za 
spojitev s fragmentoma SEA2.  
 
 
4.7 Načrtovanje in priprava fragmentov SEA2 v fuziji s scFv-CD20  
 
Iz predhodne izkušnje s pripravo fragmentov SEA2 v bakterijskem ekspresijskem sistemu 
smo vedeli, da se oba fragmenta, nSEA in cSEA, izražata le v netopni frakciji (slika 8C, 
E). Izkazalo se je, da je tudi scFv-CD20 (slika 23A) pripravljeno v E.coli, ne glede na 
pogoje produkcije, v večjem deležu izraženo v obliki inkluzijskih telesc (slika 23B). 
 
 
Slika 23. Izražanje scFv-CD20 v E.coli BL21(DE3) pLysS. (A) Shema genskega konstrukta z zapisom za 
scFv-CD20 v plazmidu pET19b. VH, variabilni del težke verige; VL, variabilni del lahke verige; His, 
označevalec His. (B) SDS-PAGE scFv-CD20 – prikazani so reprezentativni vzorci topnih frakcij (TF) ter 
netopnih frakcij (NF) po indukciji izražanja z 1 mM IPTG ter kemijski lizi bakterij.  
 
Z uporabo tehnologije rekombinantne DNA smo oba fragmenta SEA2 (nSEA in cSEA) 
preko 10 aminokislinskih ostankov dolgega glicin-serinskega linkerja povezali s scFv-
CD20 (slika 24A). Oba fuzijska proteina (scFv-CD20/nSEA2 in scFv-CD20/cSEA2), ki sta 
vsebovala označevalec His, sta se v bakterijah izražala v obliki inkluzijskih telesc (slika 
24B), kar smo na podlagi dobljenih rezultatov iz priprave posameznih fragmentov, nSEA2 
in cSEA2, ter scFv-CD20 tudi pričakovali.  
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Oba fuzijska proteina scFv-CD20/nSEA2 in scFv-CD20/cSEA2 smo poskušali pripraviti v 
bakterijah v topni obliki, kar bi nam omogočilo izolacijo le-teh pod nativnimi pogoji. 
Poskusili smo z različnimi pristopi od priprave v različnih bakterijskih sevih, indukcije 
sinteze z različnimi koncentracijami induktorja, do izvedbe fermentacije pod različnimi 
pogoji, na žalost brez uspeha. Zato smo fuzijska proteina scFv-CD20/nSEA2 in scFv-
CD20/cSEA2 po kemijski lizi bakterijskih celic izolirali iz inkluzijskih telesc pod 
denaturirajočimi pogoji na koloni NiNTA. Eluirana fuzijska proteina smo redčili do 
končne koncentracije 10-100 µg/ml, čemur je sledilo ponovno zvijanje proteina z uporabo 
dialize. Kot dializni pufer smo uporabili 20 mM Tris, 200 mM NaCl, pH 7. Po dializi smo 
potrdili čistost izoliranega proteina s prenosom po westernu in imunodetekcijo (slika 24C). 
 
 
Slika 24. Priprava fuzijskih proteinov scFv-CD20/nSEA2 (20N) in scFv-CD20/cSEA2 (20C). (A) Shema 
genskih konstruktov z zapisom za fragmenta SEA2 spojena s scFv-CD20 v plazmidu pET19b. VH, variabilni 
del težke verige; VL, variabilni del lahke verige; (G4S)2, glicin-serinski linker; His, označevalec His. (B) 
Imunodetekcija fuzijskih proteinov 20N in 20C izraženih v E.coli Nico21(DE3) po indukciji z 0,2 mM IPTG 
ter 4 urni fermentaciji na 37 °C. Prikazani so reprezentativni vzorci topnih frakcij (TF) ter netopnih frakcij 
(NF) po kemijski lizi bakterij. (C) Imunodetekcija fuzijskih proteinov 20N in 20C po izolaciji ter ponovnem 
zvitju.  
 
Izolirana fuzijska proteina smo pridobili v relativno nizki koncentraciji. Zaradi hidrofobne 
narave proteinov le-teh ni bilo mogoče skoncentrirati, saj so se med koncentriranjem začeli 
tvoriti agregati. Tekom ponovnega zvitja v dializnem pufru smo poskušali izboljšati 
topnost fuzijskih proteinov z dodatki za izboljšanje topnosti [129], kot so saharoza, arginin, 
imidazol itd. Topnost obeh fuzijskih proteinov se je nekoliko izboljšala le ob dodatku 
arginina, ki med ponovnim zvijanjem izboljša topnost proteinov ter preprečuje agregacijo 
[130], a se je izkazalo, da je pufer toksičen za celice. Kljub temu, da prvotni dializni pufer 
 
Golob Urbanc, A. Načrtovanje cepljenega superantigena za imunoterapijo raka.  63     
   Doktorska disertacija. Medicinska fakulteta. Univerza v Ljubljani, 2019  
 
ni bil povsem optimalen za fuzijska proteina scFv-CD20/nSEA2 in scFv-CD20/cSEA2, smo 
za ponovno zvijanje uporabili dializni pufer brez dodatkov.  
 
Oba izolirana fuzijska proteina smo opredelili z gelsko izključitveno kromatografijo ter s 
testom ELISA. Po gelski izključitveni kromatografiji smo zbirali frakcije, vendar v nobeni 
izmed frakcij nismo uspeli spremljati vsebnosti proteinov preko absorbance pri 280 nm, 
kar je bila posledica nizke koncentracije fuzijskih proteinov. V zbranih frakcijah smo 
prisotnost fuzijskih proteinov scFv-CD20/nSEA2 in scFv-CD20/cSEA2 potrdili z uporabo 
testa ELISA. Izkazalo se je, da se oba fuzijska proteina eluirata pri volumnu, ki sovpada s 




Slika 25. Analiza fuzijskih proteinov scFv-CD20/nSEA2 (A) in scFv-CD20/cSEA2 (B) z gelsko 
izključitveno kromatografijo sklopljeno s testom ELISA. Puščici nakazujeta monomerno obliko fuzijskih 
proteinov pri pričakovani velikosti 42 kDa.  
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4.8 Vezava fuzijskih proteinov scFv-CD20/nSEA2 in scFv-CD20/cSEA2 
na tarčni antigen CD20 
 
Za potrditev vezave fuzijskih proteinov scFv-CD20/nSEA2 in scFv-CD20/cSEA2 na tarčni 
antigen CD20 izražen na celicah B, smo kot tarčne celice uporabili humano limfomsko 









(slika 26).  
 
Slika 26. Izražanje kompleksa MHCII ter antigena CD20 na uporabljenih celičnih linijah. Celice smo 
barvali s protitelesi proti kompleksu MHCII ali proti antigenu CD20 (polne črte). Sivi histogrami prikazujejo 
nebarvane celice.  
 
 
Najprej smo z vsakim fuzijskim proteinom posebej inkubirali celice Raji ter nato z 
barvanjem s protitelesi proti označevalcu His potrdili vezavo obeh fuzijskih proteinov na 
tumorske celice z izraženim tarčnim antigenom CD20 (slika 27A). Zanimalo nas je ali se 
fuzijska proteina na tarčne celice vežeta preko scFv-CD20 ali se fragmenta SEA2 vežeta na 
kompleks MHCII, zato smo izvedli test kompeticije. Celice Raji smo inkubirali s 
protitelesom proti CD20 ter nato s scFv-CD20/nSEA2 ali scFv-CD20/cSEA2. Iz slike 27B 
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je razvidno, da se vezava obeh fuzijskih proteinov ob prisotnosti protitelesa proti CD20 
močno zmanjša. Za dodatno potrditev specifičnosti vezave na antigen CD20 smo z vsakim 
fuzijskim proteinom posebej inkubirali celice Mono-mac-6 ter pokazali, da se niti scFv-
CD20/nSEA2 niti scFv-CD20/cSEA2 ne vežeta na celice, ki ne izražajo tarčnega antigena 
CD20, ampak le kompleks MHCII (slika 27C). Dobljeni rezultati so potrdili, da se tako 
scFv-CD20/nSEA2, kot scFv-CD20/cSEA2 vežeta na tarčne celice preko scFv-CD20 in ne 
preko fragmentov SEA2. 
 
Slika 27. Vezava scFv-CD20/nSEA2 (20N) in scFv-CD20/cSEA2 (20C) na tarčni antigen CD20. (A-C) 
Test vezave fuzijskih proteinov 20N in 20C na celice Raji (A, B) ter celice Mono-mac-6 (C). Histogrami 
prikazujejo vezavo 20N (magenta) in 20C (modra) v koncentraciji 200 nM, medtem ko vijolični histogrami 
prikazujejo vezavo 20N in 20C ob prisotnosti protitelesa proti CD20. Sivi histogrami prikazujejo celice 
barvane le s protitelesom proti označevalcu His.   
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4.9  Aktivacija limfocitov T s fragmenti SEA2 spojenimi s scFv-CD20 
 
Potrdili smo, da scFv-CD20 pripelje fragmenta SEA2 selektivno na tumorske celice. 
Ključno kar pa nas je zanimalo, je, ali se ob vezavi scFv-CD20 na tumorski antigen 
fragmenta SEA2 dovolj približata, da se sestavita v biološko aktivno obliko, ki aktivira 
limfocite T. 
 
Za potrditev hipoteze smo različne tarčne celice inkubirali s fuzijskima proteinoma scFv-
CD20/nSEA2 ali scFv-CD20/cSEA2. Kot efektorske celice smo uporabili PBMC v 





posamezen fuzijski protein ni aktiviral limfocitov T, ampak je bila potrebna kombinacija 
obeh, da se je cepljen SEA sestavil v biološko aktivno obliko (slika 28A). Nato smo kot 
tarčne celice uporabili celice Mono-mac-6, ki na svoji površini ne izražajo tumorskega 
antigena CD20, ampak le kompleks MHCII. Iz slike 28B je razvidno, da inkubacija z 
obema fuzijskima proteinoma scFv-CD20/nSEA2 in scFv-CD20/cSEA2 hkrati, ne izzove 
T-limfocitnega odziva. S tem smo potrdili, da je cepljen SEA2 v fuziji s scFv-CD20, 






Slika 28. Cepljen SEA2 spojen s scFv-CD20 aktivira limfocite T ob prisotnosti tumorskega antigena 
CD20.  (A, B) Test stimulacije. Tarčne celice Raji (A, B) ali Mono-mac-6 (B) smo skupaj z efektorskimi 
celicami PBMC inkubirali s fuzijskima proteinoma scFv-CD20/nSEA2 in/ali scFv-CD20/cSEA2 – v 
koncentraciji 100 nM (B). Po 24 urni inkubaciji na 37 °C smo pobrali medij ter s testom ELISA preverili 
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S ciljem dokazati, da je aktivacija limfocitov T odvisna od prisotnosti tumorskega antigena 
CD20, smo tarčne celice Raji inkubirali s protitelesom proti CD20, ki prepoznava enak 
epitop kot fuzijska proteina scFv-CD20/nSEA2 in scFv-CD20/cSEA2. Ob dodatku 
protitelesa proti CD20 se fragmenta SEA2 nista sestavila v biološko aktivno obliko. 
Limfociti T so se aktivirali le, če protitelo proti CD20 ni bilo prisotno (slika 29), kar je še 
dodaten dokaz, da se cepljen SEA2 v biološko aktivno obliko sestavi le, ko scFv-CD20 
pripelje fragmenta SEA2 na mesto tarčne celice. 
 
 
Slika 29. Protitelo proti CD20 prepreči aktivacijo limfocitov T. Tarčne celice Raji smo skupaj z 
efektorskimi celicami PBMC inkubirali s protitelesom proti CD20 in/ali fuzijskima proteinoma scFv-
CD20/nSEA2 in/ali scFv-CD20/cSEA2 v koncentraciji 100 nM. Po 24 urni inkubaciji na 37 °C smo pobrali 
medij ter s testom ELISA preverili nivo izločenega IL-2. Statistična analiza vključuje n.s. – ni signifikantno, 
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Na področju zdravljenja raka smo priča izredno hitremu razvoju. V zadnjem času sta se 
zaradi številnih uspehov močno uveljavila dva pristopa, imunoterapija ter tarčna zdravila. 
Oba sta se poleg kirurških posegov, radioterapije in sistemskega zdravljenja s citostatiki ter 
hormonskimi zdravili, že uvrstila na seznam standardnih pristopov zdravljenja rakavih 
obolenj [10]. Rak je v razvitih državah še vedno eden vodilnih vzrokov smrtnosti [23], saj 
tudi novi načini zdravljenja s spodbujanjem lastnega imunskega sistema organizma, kljub 
razmeroma visoki učinkovitosti, v vseh primerih ne zagotavljajo ozdravitve razsejane 
rakave bolezni [10]. 
 
Na področju novih terapij raka so terapevtska monoklonska protitelesa ena najuspešnejših 
strategij, katerih cilj je prepoznati tumorske celice. Hkrati se jih lahko uporabi kot 
učinkovit sistem za dostavo različnih efektorskih molekul na mesto tumorja [53], vendar 
kljub izrednim obetom monoklonskih protiteles kot dostavnih sistemov, ADC v kliniki še 
vedno niso doživele pravega preboja [131, 132]. Že Dohlsten in sod. [84–87] so kot 
potencialno zanimive efektorske molekule prepoznali bakterijske proteine, imenovane 
superantigeni, ki jih od konvencionalnih antigenov ločita dve bistveni lastnosti, in sicer 
superantigeni lahko aktivirajo tudi do 20 % vseh limfocitov T [54, 55], hkrati pa za 
biološko aktivnost le-teh ni potrebno procesiranje preko antigen predstavitvenih celic, 
ampak se vežejo neposredno na kompleks MHCII ter preko TCR aktivirajo T-limfocitni 
odziv [57, 58]. S spojitvijo superantigena SEA s protitelesi, specifičnimi za tumorske 
antigene, so superantigen, odgovoren za aktivacijo T-limfocitnega odziva, usmerili proti 
tumorskim celicam z izraženim tarčnim antigenom in pokazali, da je SEA v fuziji s 
protitelesom citotoksičen za tumorske celice, ki izražajo tarčni antigen, neodvisno od 
prisotnosti kompleksa MHCII, medtem ko je za bila za indukcijo citokinskega odziva, 
potrebna prisotnost MHCII
+
 celic [88]. Hkrati se je zaradi aktivnosti superantigena na 
mestu tumorja povišala infiltracija efektorskih limfocitov T, kar je eden glavnih ciljev 
imunoterapije raka [89].  
 
Kljub obetavnim predkliničnim eksperimentom, se je v kliničnih fazah raziskav izkazalo, 
da superantigen SEA, spojen s protitelesom, izzove neželene stranske učinke, ki so 
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najverjetneje posledica visoke afinitete SEA do kompleksa MHCII, kar vodi do 
akumulacije SEA v zdravem tkivu, kjer so prisotne MHCII
+
 celice [92, 93]. Delno rešitev 
je predstavljala uvedba točkovne mutacije v SEA na mesto 227, kar je znižalo afiniteto 
SEA do kompleksa MHCII. Točkovna mutacija je okrnila le visoko afinitetno vezavno 
mesto za kompleks MHCII, medtem ko SEA vsebuje še nizko afinitetno vezavno mesto za 
kompleks MHCII, zato so na ta način sistemski toksični učinek na MHCII
+
 celice le 
nekoliko znižali in ne povsem izničili [97, 98]. Uvedena točkovna mutacija je, poleg 
zmanjšane sistemske toksičnosti, povzročila tudi zmanjšanje protitumorskega učinka [96]. 
 
V doktorski nalogi smo si zastavili cilj, pripraviti fuzijski protein, kjer bo protitelo spojeno 
s superantigenom, ki ne bo imel učinka na celice z izraženim kompleksom MHCII, ampak 
bo tarčno ciljal le tumorske celice z izraženim tarčnim antigenom. Za pripravo takšnega 
fuzijskega proteina, smo uporabili znanja s področja sintezne biologije, ki je relativno nova 
interdisciplinarna veda, katere cilj je uporaba standardnih bioloških gradbenih enot, za 
ustvarjanje novih oziroma za spreminjanje v naravi že obstoječih bioloških sistemov. 
Porodila se je ideja o pripravi cepljenega superantigena, z razdelitvijo superantigena na dva 
neaktivna fragmenta, ki se sestavita v biološko aktivno obliko le ob vezavi protitelesa na 
tumorski antigen. Na ta način smo želeli doseči aktivacijo limfocitov T, sproščanje 
citokinov ter infiltracijo efektorskih limfocitov T le na mestu tumorja (slika 21).    
 
 
5.1 Odkrivanje učinkovitih različic cepljenega SEA 
 
V raziskovalnem delu smo se osredotočili na protein SEA iz Staphylococcus aureus, ki 
smo ga uporabili zaradi dobre raziskanosti, poznane kristalne strukture [73] ter predhodne 
uporabe za namene imunoterapije raka [84–87, 133, 134]. Na podlagi kristalne strukture 
SEA [73] smo izbrali tri različna cepitvena mesta, ki so se nahajala v nestrukturiranih ter 
površinsko izpostavljenih predelih. Znano je [114, 135], da prekrivanje med fragmenti 
cepljenih proteinov pozitivno vpliva na sestavljanje fragmentov v biološko aktivno obliko, 
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Vzpostavili smo metodo odkrivanja učinkovitih cepljenih različic SEA, ki je temeljila na 
spojitvi fragmentov SEA s peptidi, ki le s svojim parom tvorijo dimerne obvite vijačnice 
(slika 6). Ta princip bi bilo mogoče enostavno prilagoditi za odkrivanje optimalnih 
cepitvenih mest kateregakoli potencialno zanimivega efektorskega proteina.   
 
Za pripravo fuzijskih proteinov smo uporabili bakterijski ekspresijski sistem. Osredotočili 
smo se na fragmente SEA2, spojene s peptidoma P3 in P4. Izkazalo se je, da se vsi fuzijski 
proteini izražajo predvsem v netopni obliki kot inkluzijska telesca, kar pa za hitro iskanje 
optimalnega cepitvenega mesta ni bilo ugodno. Postopek izolacije proteinov iz netopne 
frakcije je bistveno daljši, saj je za razliko od izolacije proteina iz topne frakcije, kjer 
protein pridobimo v nativni obliki, protein iz inkluzijskih telesc potrebno izolirati pod 
denaturirajočimi pogoji, čemur sledi še ponovno zvijanje proteina [136]. Izkazalo se je, da 
se za razliko od divjega tipa SEA, ki se je izražal tako v topni kot netopni frakciji, 
fragmenta SEA2 izražata le v obliki inkluzijskih telesc, ne glede na pogoje fermentacije 
bakterij E.coli po indukciji z IPTG. To nas je vodilo, da smo raziskali, ali se ob cepitvi 
SEA izpostavijo dodatni hidrofobni aminokislinski ostanki. Pokazali smo, da se pri obeh 
fragmentih SEA2, nSEA in cSEA, na površini izpostavijo dodatne hidrofobne regije, ki pri 
divjem tipu SEA niso prisotne. Poviša se tudi delež površinsko izpostavljenih hidrofobnih 
regij v primerjavi z divjim tipom SEA, kar najverjetneje še dodatno vpliva na netopnost 
fuzijskih proteinov. Na podlagi dobljenih rezultatov smo zaključili, da priprava fragmentov 
SEA2, spojenih s peptidi, v E.coli v nativni topni obliki ne bo izvedljiva, kar smo potrdili z 
eksperimenti. Iskali smo alternativne možnosti priprave fuzijskih proteinov in se odločili 
za humano celično linijo HEK293T.   
 
Najprej smo se lotili priprave divjega tipa SEA. Le-ta je bakterijski protein, zato nas je 
skrbelo, da bi priprava v sesalskem ekspresijskem sistemu vplivala na biološko aktivnost 
SEA, hkrati pa smo želeli preveriti ali je izražanje rekombinantno pripravljenega SEA v 
medij dovolj visoka, da lahko brez dodatne izolacije povzroči aktivacijo limfocitov T, ki bi 
jo lahko zaznali. Dokazali smo, da divji tip SEA, prisoten v supernatantu celic HEK293T, 
aktivira T-limfocitni odziv, ki je primerljiv aktivaciji limfocitov T s komercialno 
dostopnim SEA. Na osnovi rezultatov smo sklenili, da na enak način pripravimo tudi 
različice cepljenega SEA, spojenega s peptidi. Kot testni sistem smo izbrali PBMC 
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izolirane iz periferne krvi zdravih donorjev. PBMC vsebujejo mešanico enojedrnih krvnih 
celic (kot so limfociti T, limfociti B, celice NK, monociti, dendritične celice) [137], kar 
pomeni, da so v mešanici tako tarčne celice za SEA (celice z izraženim kompleksom 
MHCII – celice B, monociti, dendritične celice) kot limfociti T, ki SEA prepoznajo preko 
TCR. Aktivirani limfociti T sproščajo citokine, zato smo kot označevalec T-limfocitne 
aktivacije s testom ELISA spremljali sproščanje humanega IL-2.  
 
Za stimulacijo celic PBMC smo uporabili supernatant celic HEK293T, ki je vseboval 
posamezne fragmente SEA, spojene s peptidi. Da bi že na začetku lahko izločili 
neučinkovite različice SEA, kjer posamezni fragment SEA izzove T-limfocitno aktivacijo, 
smo PBMC stimulirali z vsakim fragmentom SEA, spojenim s peptidom, posebej. Na naše 
presenečenje posamezni fragmenti SEA, spojeni s peptidi, nobene izmed različic 
cepljenega SEA niso povzročili aktivacije limfocitov T, niti cSEA1 niti nSEA3 spojena s 
peptidi, ki vsebujeta velik del elementov, potrebnih za vezavo na kompleks MHCII in 
TCR. V tej stopnji nismo izločili nobene izmed različic, ampak smo PBMC stimulirali še s 
kombinacijo fragmentov SEA, spojenih s peptidoma P3 in P4, ki tvorita heterodimere v 
obliki obvite vijačnice. Izmed treh testiranih različic sta se le fragmenta SEA2 ob tvorbi 
heterodimera sestavila v biološko aktivno obliko zmožno aktivacije limfocitov T. Potrdili 
smo, da se fragmenta SEA2, spojena le s peptidom P3, ki sam s seboj ne tvori 
heterodimera, spontano ne sestavita v biološko aktivno obliko. To odkritje dokazuje, da je 
toksin SEA možno razdeliti na dva fragmenta, ki sta vsak zase biološko neaktivna, v 
aktivno obliko pa se sestavita le ob dimerizaciji peptidov, s katerimi sta spojena. Izmed 
treh testiranih cepitvenih mest smo odkrili cepljen SEA, ki ustreza vsem merilom za 
nadaljnjo uporabo v imunoterapiji raka.  
 
Ena izmed možnosti za neučinkovitost različic 1 in 3 cepljenega SEA, ki je nismo 
izključili, je nizko izločanje nekaterih fuzijskih proteinov v medij. Z dodatkom MBP, ki se 
običajno uporablja za izboljšanje topnosti rekombinantnih proteinov, izraženih v 
bakterijskem ekspresijskem sistemu [120], na N-konec fuzijskih proteinov P4_cSEA in 
P3_cSEA različice 3 cepljenega SEA, smo izboljšali izražanje obeh fuzijskih proteinov v 
sesalskem ekspresijskem sistemu. Kljub izboljšani produkciji, cepljen SEA3 ni bil 
učinkovit, zato smo za vse nadaljnje eksperimente uporabili cepljen SEA2.  
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Fragmente SEA smo s peptidi spojili z najbolj pogosto uporabljenim gibljivim 
povezovalnim peptidom, ki vsebuje aminokislinske ostanke glicina in serina ter ima 
sekvenco (GGGGS)x - tako imenovan glicin-serinski linker [138]. Z uravnavanjem števila 
ponovitev »x« lahko spreminjamo dolžino linkerja, da dosežemo optimalno razdaljo med 
funkcionalnimi domenami. V našem primeru je dolžina linkerja pomembna za potencialno 
uporabo cepljenega SEA v imunoterapiji raka. Želeli bi, da se ob vezavi protiteles, 
spojenih s fragmentoma SEA2, na tumorski antigen, fragmenta SEA2 dovolj približata, da 
se sestavita v biološko aktivno obliko. Ne želimo pa, da bi se fragmenta SEA2 v aktivno 
obliko sestavila spontano. Razdalja med tumorskimi antigeni je na površini celice precej 
različna, zato smo preverili, ali lahko med funkcionalnimi domenami uporabimo daljši 
linker ter še vedno dobimo želen rezultat. Fuzijske proteine (fragmenta SEA2 preko 
različnih dolžin glicin-serinskega linkerja spojena s peptidi) smo pripravili v celični liniji 
HEK293T ter s prenosom western in imunodetekcijo potrdili prisotnost v mediju. Poleg lis 
pričakovanih velikosti smo opazili še dodatne lise, ki so se v večini nahajale pri višjih 
molekulskih masah od pričakovane. Predpostavili smo, da je to posledica glikozilacije, saj 
je znano, da so proteini, izraženi v evkariontskem ekspresijskem sistemu, glikozilirani 
[122] ter da glikozilirani proteini na SDS-PAGE različno potujejo [121]. Z analizo in silico 
smo potrdili prisotnost N-glikozilacijskih mest v obeh fragmentih SEA2 ter z uporabo 3D 
kristalne strukture pokazali, da so vsa N-glikozilacijska mesta izpostavljena na površini.  
  
Stimulacija PBMC s supernatantom celic HEK293T, ki je vseboval fragmenta SEA2 preko 
različnih dolžin glicin-serinskega linkerja spojena s peptidi, je razkrila, da se ne glede na 
dolžino linkerja, cepljen SEA2 sestavi v biološko aktivno obliko le, ko sta fragmenta SEA2 
spojena s peptidoma, ki tvorita dimerno obvito vijačnico. Nivo T-limfocitne aktivacije ter 
tudi citotoksičnost za tarčne celice BCWM z izraženim kompleksom MHCII sta bila 
primerljiva, ne glede na dolžino linkerja. Presenetljivo sta se tudi pri najdaljšem testiranem 
linkerju (40 aminokislinskih ostankov) fragmenta SEA sestavila v biološko aktivno obliko. 
Dobljeni rezultati so potrdili, da bi v primeru večje razdalje med tumorskimi antigeni lahko 
uporabili dolg linker ter še vedno zagotovili aktivacijo limfocitov T le na mestu tumorja. 
Cepljen SEA2, spojen s peptidi, smo pripravljali le v eni orientaciji, ki se je izkazala kot 
učinkovita, a v literaturi navajajo, da orientacija funkcionalnih domen igra vlogo pri 
sestavljanju cepljenih proteinov v biološko aktivno obliko [123, 124]. Potrdili smo, da se 
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tudi takrat, ko se peptida nahajata na N-delu ter fragmenta SEA2 na C-delu fuzijskih 
proteinov, cepljen SEA2 ob tvorbi heterodimera sestavi v aktivno obliko, ki aktivira 
limfocite T.    
 
Pričakovali smo, da bo potrebno testirati veliko cepitvenih mest, zato smo želeli 
vzpostaviti hitro ter enostavno metodo, kar smo dosegli z uporabo celične linije HEK293T. 
Po prehodni transfekciji s plazmidom pFLAG-CMV3, ki je vseboval zapis za fuzijske 
proteine ter signalno sekvenco za izločanje le-teh v medij, smo supernatante celic 
neposredno uporabili za stimulacijo celic PBMC. Zaradi mešanice proteinov v 
supernatantu celic HEK293T, ki so bili prisotni predvsem zaradi dodatka FBS v medij, 
nam koncentracije posameznih fuzijskih proteinov ni uspelo določiti. Rekombinantne 
fuzijske proteine bi bilo potrebno izolirati iz supernatanta celic, kar bi močno podaljšalo in 
otežilo metodo odkrivanja optimalnih cepitvenih mest v SEA [139]. Namesto tega smo kot 
merilo učinkovitosti cepitvenega mesta spremljali biološko aktivnost cepljenega SEA in le-
to primerjali z biološko aktivnostjo divjega tipa SEA. Naš glavni namen je bil odkriti ali se 
bakterijske superantigene, kot je SEA, lahko pripravi kot cepljene proteine ter najti 
različico, ki bo ustrezala vsem merilom za nadaljnjo uporabo v imunoterapiji raka. Na 
podlagi stimulacije PBMC z različnimi koncentracijami divjega tipa SEA ter različnimi 
količinami supernatanta HEK293T, ki je vseboval fragmenta SEA2, spojena s peptidi, smo 
potrdili, da je biološka aktivnost odvisna od količine dodanega supernatanta celic 
HEK293T ter da biološka aktivnost cepljenega SEA2 doseže primerljivo aktivacijo 
limfocitov T in citotoksičnost za celice BCWM kot divji tip SEA. To je bila še dodatna 
potrditev, da smo za nadaljnjo spojitev s protitelesi izbrali učinkovito različico cepljenega 
SEA.    
 
 
5.2 Cepljen SEA za potencialno uporabo v imunoterapiji raka  
 
Kot dokaz principa uporabe cepljenega SEA v imunoterapiji raka, smo učinkovito različico 
cepljenega SEA z uporabo tehnologije rekombinantne DNA spojili s scFv-CD20. Za tarčo 
smo izbrali dobro poznan tumorski antigen CD20, ki je tudi tarča terapevtskega 
monoklonskega protitelesa za zdravljenje B-celičnega ne-Hodgkinovega limfoma [126]. 
Za naše namene so pomembne lastnosti antigena, da se ne izloča iz celic v krvni obtok 
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(ang. shed), da se ob vezavi protitelesa nanj ne internalizira [140] ter da je CD20 
transmembranski protein, ki je na površini celic predominantno izražen v tetramerni obliki. 
Fiziološka vloga antigena CD20 ostaja neznanka, se pa predpostavlja, da je vključen v 
signalizacijo preko kalcijevih kanalčkov [141]. 
 
Načrtovano scFv-CD20 smo najprej spojili s fluorescentnim proteinom Venus, ki nam je 
omogočil spremljanje učinkovitosti vezave na tarčni antigen CD20. Fuzijski protein smo s 
prehodno transfekcijo izrazili v HEK293T ter v supernatantu celic inkubirali celice Raji, ki 
izražajo veliko količino antigena CD20. S pretočno citometrijo ter fluorescentno 
konfokalno mikroskopijo smo potrdili, da se scFv-CD20, pripravljen v sesalskem 
ekspresijskem sistemu, veže na tarčni antigen CD20. Tumorski antigen CD20 se na 
površini celic izraža kot tetramer [141], zato smo sklepali, da bo za pripravo fuzije med 
fragmentoma SEA2 ter scFv-CD20 zadoščal kratek linker dolžine 10 aminokislinskih 
ostankov. Pripravili smo dva fuzijska proteina, scFv-CD20/nSEA2 in scFv-CD20/cSEA2, ki 
smo ju tokrat izrazili v bakterijskem ekspresijskem sistemu. Za razliko od prej, ko smo 
želeli le odkriti učinkovito različico cepljenega SEA in je bilo potrebno pripraviti večje 
število fuzijskih proteinov, smo tokrat oba fuzijska proteina izolirali ter opredlili.  
 
Glede na to, da so se tako fragmenta nSEA2 in cSEA2 kot tudi scFv-CD20 v E.coli izražali 
v netopni obliki, je bilo pričakovano, da se bosta v obliki inkluzijskih telesc izražala tudi 
fuzijska proteina scFv-CD20/nSEA2 in scFv-CD20/cSEA2. Oba fuzijska proteina sta bila 
netopna, kar se je pokazalo tako tekom fermentacije (izražanje izključno v netopni obliki) 
kot tekom izolacije. Oba smo izolirali pod denaturirajočimi pogoji, za ponovno zvitje pa 
smo uporabili dializo. Po ponovnem zvijanju smo pridobili nizke koncentracije obeh 
fuzijskih proteinov, ki jih zaradi hidrofobne narave ni bilo mogoče skoncentrirati. Količina 
ni zadostovala za bolj poglobljeno biokemijsko opredelitev, a smo s sklopitvijo gelske 
izključitvene kromatografije ter testa ELISA pridobili kromatogram, ki je potrdil, da smo 
oba fuzijska proteina tako scFv-CD20/nSEA2 kot scFv-CD20/cSEA2 izolirali v monomerni 
obliki, z nekaj agregati.   
 
Naš glavni cilj ni bila biokemijska opredelitev, ampak nas je zanimala biološka aktivnost. 
Kljub relativno nizki koncentraciji, ki ni zadostovala za poskuse in vivo, smo potrdili 
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biološko aktivnost fuzijskih proteinov v pogojih in vitro. Najprej smo analizirali, če se 
vsak izmed pripravljenih fuzijskih proteinov veže na tarčni tumorski antigen CD20 preko 
domene scFv-CD20 ali je vezava posledica vezave fragmentov SEA2 na kompleks MHCII. 
Test kompeticije, kjer smo celice Raji najprej inkubirali s protitelesom proti CD20 ter nato 
s scFv-CD20/nSEA2 ali scFv-CD20/cSEA2 je potrdil, da se oba fuzijska proteina na tarčne 
celice vežeta preko scFv-CD20. Dodaten dokaz specifičnosti obeh fuzijskih proteinov za 
antigen CD20 je bil, ko smo namesto celic Raji uporabili celice Mono-mac-6, ki na svoji 
površini izražajo le kompleks MHCII in ne tudi CD20, saj nismo zaznali vezave nobenega 
izmed fuzijskih proteinov.   
 
Za namene terapevtske uporabe cepljenega SEA spojenega s scFv-CD20 nas je zanimalo, 
ali se ob vezavi scFv-CD20/nSEA2 in scFv-CD20/cSEA2 na tarčni antigen CD20, 
fragmenta SEA2 sestavita v aktivno obliko zmožno aktivacije limfocitov T. Rezultati so 




) oba fragmenta SEA 
prideta dovolj blizu skupaj, da se cepljen SEA sestavi v biološko aktivno obliko, ki aktivira 
limfocite T. Potrdili smo, da sta fuzijska proteina scFv-CD20/nSEA2 in scFv-CD20/cSEA2 
vsak zase biološko neaktivna in ne izzoveta T-limfocitnega odziva. Ko smo kot tarčne 




) in jim dodali oba fuzijska proteina 
hkrati, ni prišlo do aktivacije T-limfocitnega odziva, s čimer smo potrdili, da se cepljen 
SEA2 v biološko aktivno obliko sestavi le, ko so prisotne celice z izraženim antigenom 
CD20. Z inhibicijo aktivacije limfocitov T s protitelesom proti CD20, smo še dodatno 
potrdili, da je aktivacija T-limfocitnega odziva odvisna od prisotnosti antigena CD20. 
Protitelo proti CD20 (MabThera) prepozna enak epitop kot scFv-CD20, zato se fuzijska 
proteina scFv-CD20/nSEA2 in scFv-CD20/cSEA2 nista vezala na tumorski antigen CD20, 
cepljen SEA2 se ni sestavil v biološko aktivno obliko in posledično ni prišlo do aktivacije 
limfocitov T. Dobljeni rezultati so potrdili princip uporabe cepljenega SEA, spojenega s 
protitelesi, za nadaljnje in vivo poskuse z namenom uporabe v imunoterapiji raka.   
 
Prednost takšnega pristopa je, da tarčno ciljamo tumorske celice brez vpliva na ostale 
zdrave celice z izraženim kompleksom MHCII, s čimer se, za razliko od standardnega 
pristopa s celotnim SEA, izniči neželeni sistemski učinek SEA. To omogoča, da do 
povišane infiltracije tumor-specifičnih limfocitov T pride le na mestu tumorja in ne 
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sistemsko. Z vidika terapevtske uporabe zmanjšanje sistemskega učinka pomeni tudi 
možnost zdravljenja z višjimi koncentracijami SEA, spojenega s protitelesom, s čimer se 
izognemo zdravljenju pacientov s suboptimalnimi koncentracijami, ki pomenijo slabšo 
učinkovitost terapije [142]. Kljub temu, da so pokazali, da je SEAD227A, spojen s 
protitelesom, citotoksičen za tarčne tumorske celice, neodvisno od prisotnosti kompleksa 
MHCII, se je z znižanjem afinitete do kompleksa MHCII močno znižala tudi zmožnost 
proliferacije limfocitov T in posledično sproščanja citokinov. Z uvedbo mutacije se torej 
zmanjša protitumorski učinek, saj SEAD227A spojen s protitelesi, v primerjavi z divjim 
tipom SEA, le ubije tarčne celice in ne aktivira citokinskega T-limfocitnega odziva, kar 
pomeni, da ni signalov, ki bi na mesto tumorja privabili dodatne efektorske limfocite T 
[96]. Za maksimalni terapevtski učinek je zaželeno, da se pri SEA ohranita obe vezavni 
mesti za kompleks MHCII, tako visoko kot nizko afinitetno vezavno mesto, kar smo s 
cepljenim SEA tudi dosegli. Naš pristop izpolnjuje dve merili hkrati, prvič, da je vsak 
posamezen fragment SEA2 spojen s scFv-CD20 neaktiven, kar pomeni, da ni sistemskega 
vpliva na netarčne celice z izraženim kompleksom MHCII ter drugič, ko se fragmenta SEA 
sestavita v biološko aktivno obliko, cepljen SEA ponovno pridobi vse lastnosti divjega tipa 
SEA.  
 
Pomanjkljivost uporabe SEA v terapevtske namene, ki so jo pred nami opazili že drugi, je 
nastanek nevtralizirajočih protiteles proti SEA. Erlandsson in sod. [95] so ponudili rešitev 
in pripravili himerni superantigen SEA/E-120, s čimer so superantigenu zmanjšali 
imunogenost. Imunoterapevtski pristop s podobnim ciljem kot SEA, spojen s protitelesi, so 
bispecifična protitelesa, imenovana BiTE [41], ki jih sestavlja protitelo proti tumorskemu 
antigenu skupaj s protitelesom proti CD3, ki na mesto tumorja pritegne limfocite T. V 
primeru bispecifičnih protiteles se le-ti, tudi brez prisotnosti tumorskih antigenov, lahko 
vežejo na tarčni antigen CD3, izražen na limfocitih T, medtem ko cepljen superantigen, ko 
se sestavi v biološko aktivno obliko, pripelje limfocite T le na mesto tumorja.  
 
Menimo, da ima cepljen SEA, pripravljen v doktorskem delu, potencialno terapevtsko 
vrednost za zdravljenje rakavih obolenj, saj je njegovo delovanje tarčno usmerjeno le proti 
tumorskim celicam, hkrati pa ima ohranjene vse lastnosti divjega tipa SEA. Za divji tip 
SEA, spojen s protitelesi, je znano, da povzroči infiltracijo efektorskih limfocitov T na 
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mesto tumorja [89, 143], zato predpostavljamo, da bi bil cepljen SEA, spojen s protitelesi, 
učinkovit terapevtski pristop za indukcijo močne T-limfocitne aktivacije, lokalno znotraj 
tumorjev. Dodatna prednost, ki jo je potrebno še raziskati, omogoča, da vsak fragment 
SEA spojimo s protitelesom, ki je specifičen za drug tumorski antigen. Na ta način lahko še 
povečamo selektivnost prepoznavanja tumorskih celic in v primeru internalizacije enega 
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V doktorskem delu smo opisali, da je superantigen SEA možno razdeliti na dva biološko 
neaktivna fragmenta, ki se sestavita v aktivno obliko le, ko prideta v neposredno bližino. 
Za odkrivanje učinkovitih cepljenih SEA smo vzpostavili hitro ter enostavno metodo, ki 
temelji na fuziji fragmentov SEA s peptidi, ki le s svojim parom tvorijo heterodimere. Prvo 
hipotezo smo potrdili z odkritjem cepitvenega mesta v SEA, ki zagotavlja, da se le 
fragmenta SEA, spojena s peptidoma, ki tvorita dimerne obvite vijačnice, sestavita v 
biološko aktivno obliko, ki aktivira limfocite T, medtem ko se fragmenta SEA v fuziji s 
peptidoma, ki ne tvorita dimera, ne sestavita v biološko aktivno obliko. Potrdili smo, da se 
fragmenta SEA v raztopini spontano ne sestavita v biološko aktivno obliko ter pokazali, da 
je vsak posamezen fragment SEA biološko neaktiven.  
 
Za prikaz potencialne uporabe cepljenih superantigenov v imunoterapiji raka smo 
učinkovit cepljen SEA spojili s scFv-CD20. V bakterijskem ekspresijskem sistemu smo 
izrazili fuzijska proteina scFv-CD20/nSEA2 in scFv-CD20/cSEA2, ju izolirali ter potrdili 
prisotnost monomernih oblik obeh fuzijskih proteinov. Pokazali smo, da se oba fuzijska 
proteina vežeta specifično na tumorski antigen CD20 in ne na kompleks MHCII.   
 
Kot smo predpostavili v drugi hipotezi, smo potrdili, da cepljen SEA spojen s scFv-CD20 
ob vezavi protitelesa na tumorski antigen CD20 na tarčnih celicah, sproži aktivacijo celic 




) oba fragmenta 
SEA prideta dovolj blizu skupaj, da se cepljen SEA sestavi v biološko aktivno obliko, ki 
aktivira limfocite T. Oba posamezna fuzijska proteina sta biološko neaktivna in ne izzoveta 
T-limfocitnega odziva.  
 
Dosegli smo glavni cilj in pokazali, da s cepljenim SEA spojenim s scFv-CD20 tarčno 
ciljamo le tumorske celice brez vpliva na ostale zdrave celice z izraženim kompleksom 
MHCII, s čimer se, za razliko od standardnega pristopa s celotnim superantigenom, izniči 
neželen sistemski efekt superantigena SEA. 
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